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Resumo 
 A urbanização gradual e melhoria da qualidade de vida das populações a um nível global 
têm a si associados impactos ambientais crescentes, nomeadamente quando os sistemas de 
tratamento dos subprodutos das atividades antropogénicas se revelam insuficientes na 
prevenção de riscos ambientais. As águas residuais constituem um dos subprodutos com gestão 
mais complexa, dado que os impactos ambientais decorrentes das suas descargas podem ser 
devidos a uma vasta gama de sintomas. Um desses sintomas é o aparecimento de grandes 
quantidades de azoto e fósforo (sob formas inorgânicas) nas águas residuais, que pode traduzir-
se em fenómenos negativos de eutrofização nos meios hídricos recetores e que é visto, hoje em 
dia, como um problema emergente. As soluções atualmente utilizadas para a remoção destas 
espécies envolvem custos financeiros relativamente elevados, pelo que urge procurar 
alternativas de custos mais reduzidos. O cultivo de microalgas para remoção das referidas 
espécies surge como uma alternativa sustentável de valor, dado que a sua operação é 
relativamente barata e porque pode potencialmente contribuir para a produção de compostos 
precursores dos biocombustíveis. 
 No presente trabalho, avaliou-se a viabilidade do cultivo de uma espécie de microalgas 
(Chlorella vulgaris) num lixiviado pré-tratado de aterro (na forma diluída), como alternativa 
complementar a um sistema de tratamento, tendo em vista a produção de biomassa e a 
remoção de nutrientes, em particular, azoto inorgânico. Observou-se um valor máximo de 
produtividade em termos de biomassa de 0,18 g L-1 d-1 e uma taxa de remoção de azoto máxima 
de 5,9 mg L-1 d-1. Relativamente às duas formas de azoto inorgânico presentes no meio, a 
Chlorella vulgaris apresentou preferência da espécie por N-NH4
+ em detrimento de N-NO3
-. A 
adição de fósforo inorgânico e de carbonatos potenciou a remoção de azoto, de uma forma 
geral. A evolução das concentrações de azoto e fósforo foram descritas por modelos cinéticos 
de pseudo-primeira ordem com taxas cinéticas inferiores às reportadas na literatura para o 
cultivo da mesma espécie em diferentes águas residuais. Ao mesmo tempo foram atingidas 
remoções máximas de enxofre sob a forma de sulfato e de ião potássio de 15% e 12%, 
respetivamente. Apesar de tudo, para as condições de cultivo testadas, não foi possível atingir 
remoções suficientemente elevadas para que a descarga legal do lixiviado tratado pudesse ser 
efetuada, pelo que são necessários desenvolvimentos futuros para a viabilização da solução 
proposta. 
 
Palavras Chave (Tema): Chlorella vulgaris; Ficorremediação; Microalgas; Produção 
de biomassa; Remoção de nutrientes; Tratamento de 
Lixiviado de Aterro 
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Abstract 
 The gradual degree of urbanization and the improval of the population’s life quality 
standards at a global level are associated with increasing environmental impacts, especially 
when the treatment systems of antropogenic activities’ subproducts reveal themselves 
insuficcient in the prevention of environmental risks. Wastewaters are one of the subproducts 
with more complex management, since their associated environmental impacts can be due to 
a vast group of symptoms. One of these is the appearing of large quantities of inorganic nitrogen 
and phosphorus in wastewaters, which can lead to the occurrence of a negative and emerging 
problem: eutrophication in the receiving water bodies. The current sollutions to the removal 
of these large quantities of nutrients are dependent on relatively high costs, and that is one of 
the reasons that justify the research of new and less costly alternatives. The cultivation of 
microalgae for the removal of such substances has revealed a sustainable alternative, since its 
related cost of operation is relatively cheap and can pottentialy contribute to the production 
of some of the biofuels precursors. 
 In the present study, an assessment was made on the viability of microalgal (Chlorella 
vulgaris) cultivation in a pretreated and diluted landfill leachate as a complementary treatment 
step, with the goal of producing biomass and removing nutrients (inorganic nitrogen, in 
particular). A maximum biomass productivity of 0.18 g L-1 d-1 and a maximum nitrogen removal 
rate of 5.9 mg L-1 d-1 were achieved. The results showed an uptake preference by C.vulgaris of 
the nitrogen form of NH4
+ instead of NO3
-. The addition of inorganic phosphorus and carbonates 
resulted in a general increase in nitrogen removal. The evolutions of nitrogen and phosphorus 
concentrations were described by first-order kinetic models, having been calculated kinetic 
rates lower than those observed in the literature for the cultivation of the same species in 
different wastewaters. At the same time, maximum removal efficiencies of sulphate and 
potassium ions, were 15% and 12%, respectively. Besides the cited results, the removal 
efficiencies weren’t sufficient to allow for a legal discharge of the treated leachate, according 
to the Portuguese legislation, proving that further development is needed for the viablilization 
of the proposed solution. 
 
Keywords (Theme): Biomass production; Chlorella vulgaris; Landfill leachate 
treatment; Microalgae; Nutrient removal; 
Phycoremediation 
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Notação e Glossário 
Símbolos 
ER Eficiência de remoção (percentual)  
k Constante cinética de pseudo-primeira ordem d-1 
pH Potencial de hidrogénio (adimensional)  
PX Produtividade em termos de biomassa g L
-1 d-1 
R Coeficiente de correlação (adimensional)  
T Temperatura oC 
TR Taxa de remoção mg L-1 d-1 
X Concentração de biomassa g L-1 
YX|S Rendimento específico de biomassa (b) em termos do substrato (S) gb gS
-1 
 
Letras gregas 
μ Taxa específica de crescimento d-1 
δ Erro padrão  
σ Desvio-padrão  
 
Índices 
0 Valor inicial  
b ou X Referente à biomassa  
f Valor final  
i Índice contador  
max Valor máximo  
med Valor médio  
min Valor mínimo  
S Referente ao substrato  
 
Lista de Siglas 
ATP Adenosina trifosfato (do inglês «Adenosine triphosphate»)  
BAFU Gabinete Federal Suíço para o Ambiente (do alemão «Bundesamt für Umwelt») 
CBO Carência Bioquímica de Oxigénio  
CID Carbono Inorgânico Dissolvido  
COD Carbono Orgânico Dissolvido  
CPC Concentradores parabólicos compostos (do inglês «Compound Parabolic 
Concentrators») 
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FAO Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (do inglês «Food 
and Agriculture Organization of the United Nations») 
GEE Gases com Efeito de Estufa  
HTU Processo de conversão térmica (em inglês «Hydrothermal upgrading»)  
NDIR Detetor não dispersivo infravermelhos (do inglês «Non-Dispersive Infra-Red 
detector») 
SS Sólidos Suspensos  
VLE Valor-Limite de Emissão  
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1 Introdução 
1.1 Enquadramento 
Hoje em dia, a importância do tratamento de águas residuais é algo irrefutável, dado que 
quase possibilita uma redução total dos riscos associados à descarga de grandes cargas de 
poluentes, decorrentes de diversas atividades antropogénicas. Para minimizar os problemas 
causados pelos poluentes nos meios hídricos e, por conseguinte, o impacto ambiental humano, 
inúmeras tecnologias têm sido criadas, testadas e otimizadas durante o passado recente. 
Contudo, o desenvolvimento tecnológico da depuração de águas residuais não tem um fim à 
vista, dado que as composições dos efluentes têm sofrido mudanças e cada vez mais obrigam a 
esforços de afinação superiores para que se evitem problemas específicos. 
Um desses problemas é o aparecimento nas águas residuais de grandes concentrações de 
azoto e fósforo sob as suas diferentes formas iónicas. A descarga destas espécies pode resultar 
na ocorrência de um fenómeno de difícil tratamento - a eutrofização -, que provoca problemas 
ao nível da produtividade biológica nos meios recetores (Khan e Mohammad 2014). A solução 
para este tipo de problema passa pela atuação a montante da descarga, nomeadamente, pela 
incorporação de novas etapas nos sistemas de tratamento ou por adaptação de etapas já 
existentes, de forma a permitir a remoção das grandes quantidades de azoto e fósforo. O 
tratamento biológico é uma das alternativas mais utilizadas atualmente, a par da precipitação 
química. Consiste na incorporação das ditas espécies químicas por parte de microrganismos 
específicos, que as utilizam como nutrientes (Henze, et al. 2008). 
Um grupo de microrganismos capaz de remediar águas com o problema citado é o das 
microalgas. A sua utilização já se revelou por diversas vezes eficiente e benéfica (Renuka, et 
al. 2015), em particular quando aplicada em efluentes pré-tratados e com toxicidade reduzida. 
Tendo em conta que o tratamento de azoto pode acarretar custos energéticos adicionais de 60 
a 80% para uma estação de tratamento, quando é utilizada uma etapa de nitrificação num 
reator de lamas ativadas (Maurer, et al. 2003), a sua execução por parte das microalgas 
justifica-se pelo facto de os consumos energéticos associados serem muito menores, dado que 
não é necessário adicionar oxigénio. Para além disso, associadas ao crescimento de microalgas, 
destacam-se outras vantagens, como o seu potencial para a captura de dióxido de carbono 
(Benemann 1997, Wang, et al. 2008, Pires, et al. 2012) e o possível aproveitamento de 
compostos precursores de biocombustíveis. Caso a fonte de carbono e de nutrientes seja de 
baixo custo (como é o caso do cultivo em águas residuais), os custos de produção desses 
compostos pode ser reduzido em cerca de 50% (Slade e Bauen 2013). Atualmente, diferentes 
meios baseados em águas residuais têm sido testados como meios de cultura de microalgas, 
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avaliando a remoção de nutrientes destes efluentes bem como a produção de biomassa 
(Moheimani, et al. 2015). 
No presente trabalho, o crescimento da microalga Chlorella vulgaris num lixiviado pré-
tratado e a sua capacidade de remoção de nutrientes foram avaliados. O lixiviado, utilizado de 
forma diluída como meio de cultura, proveio de um aterro sanitário de resíduos sólidos urbanos 
localizado no Norte de Portugal, e foi recolhido à saída de uma lagoa de estabilização arejada. 
Antes da sua utilização, foi sujeito a três dos quatro estágios de um sistema de tratamento 
patenteado (Saraiva, et al. 2014): uma oxidação biológica em regime anóxico e aeróbio; um 
processo de coagulação/floculação com cloreto férrico (240 mg Fe3+ / L) a pH 4,2, seguido de 
uma etapa de sedimentação de 12 horas; e um processo de foto-oxidação com recurso a luz 
solar natural (2,08 m2 de CPC), através da reação de foto-Fenton (a pH 2,8), com adição de 
sulfato ferroso (50 mg Fe2+ / L) e peróxido de hidrogénio (115 mM), seguido de uma etapa de 
neutralização. Assim, pretende testar-se a hipótese de cultivo das microalgas como substituição 
daquela que seria a quarta etapa do sistema: uma segunda oxidação biológica de um custo 
elevado. Uma vez que o lixiviado pré-tratado não continha fósforo inorgânico, foram feitas 
adições de fosfato a algumas das culturas (com determinadas razões molares entre azoto e 
fósforo) e avaliou-se igualmente o comportamento da microalga na ausência desse composto. 
1.2 Objetivos 
O principal objetivo do presente trabalho é avaliar a produção de biomassa e a remoção 
de nutrientes, nomeadamente azoto inorgânico, de um lixiviado de aterro sanitário sujeito a 
um pré-tratamento, por parte da microalga Chlorella vulgaris. 
Com recurso a diferentes diluições do lixiviado, pretende-se entender e compreender os 
fenómenos envolvidos no processo de cultivo fotoautotrófico de microalgas, à escala 
laboratorial. Esta avaliação está sustentada na determinação das produtividades em termos de 
biomassa, taxas específicas de crescimento e na análise das curvas de crescimento e da cinética 
de remoção de nutrientes (nomeadamente, formas inorgânicas de azoto e fósforo). Através de 
uma análise cuidada dos resultados, torna-se possível comparar o comportamento da microalga 
com outros exemplos reportados na literatura. 
Adicionalmente, adequabilidade deste processo para complementar um sistema de 
tratamento existente ou eventualmente substituir outra etapa de tratamento foi avaliada. 
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1.3 Organização da tese 
A presente dissertação encontra-se organizada em cinco capítulos. 
O Capítulo 0 apresenta o enquadramento do tema desenvolvido, os objetivos do trabalho, 
e a estrutura do documento. 
O Capítulo 1 apresenta a revisão bibliográfica crítica. A importância do tratamento de 
águas residuais é nele sucintamente fundamentada e são identificados alguns problemas atuais 
com soluções que carecem de melhorias. O cultivo de microalgas como método de remediação 
é dissertado e apresentado como uma solução para alguns dos problemas referidos. Por fim, a 
utilização de águas residuais para a melhoria da viabilidade económica dos biocombustíveis 
obtidos a partir das culturas de microalgas é revista e enquadrada no tema do trabalho. 
O Capítulo 2 descreve a metodologia utilizada para a avaliação da produção de biomassa 
e da remoção de nutrientes e são apresentados e devidamente discutidos os resultados obtidos 
nos diferentes ensaios efetuados, com especial enfoque na influência de parâmetros, na 
produção de biomassa e na remoção de nutrientes. 
O Capítulo 3 apresenta as principais conclusões obtidas durante a realização do estudo, 
bem como os principais valores determinados que podem servir de referência a estudos 
similares. 
No Capítulo 4, trabalhos futuros relacionados com o crescimento de microalgas em 
lixiviados são sugeridos, sendo feita uma autoavaliação qualitativa do trabalho, com base nos 
objetivos traçados no Capítulo 1 e nas dificuldades e limitações encontradas. 
Por fim, no final do documento são apresentados alguns anexos com informação útil 
complementar ao trabalho. Os anexos A dizem respeito a informação que complementa o 
subcapítulo 3.1 (Material e Métodos). Já nos anexos B são transmitidos aspetos particulares do 
subcapítulo 3.2 (Resultados e discussão). 
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2 Revisão da Literatura 
2.1 A importância do tratamento de águas residuais 
2.1.1 Tratamento de águas residuais 
É um facto que a crescente urbanização, industrialização e melhoria da qualidade de 
vida, em especial nos países em desenvolvimento, tem gerado novos desafios no que toca a 
uma gestão ponderada dos resíduos gerados (sejam estes sólidos, líquidos ou gasosos). A um 
maior desenvolvimento socioeconómico estão, por norma, associados esforços crescentes no 
sentido de se melhorarem as condições sanitárias das populações e de se minimizarem os 
impactos ambientais das indústrias e atividades; como tal, existe uma consequente necessidade 
de melhorar e renovar as tecnologias de tratamento de resíduos, no sentido de facilitar os 
mencionados esforços de melhoria. Como quaisquer outros resíduos, as águas residuais são 
subprodutos indesejáveis que implicam a implementação de sistemas de depuração capazes de 
alterar as suas características, de forma a causar um impacto mínimo nos meios onde são 
descarregadas. O desenvolvimento desses sistemas de tratamento deve ser feito tendo sempre 
em conta a origem e a composição do efluente a ser tratado e a sensibilidade do meio recetor, 
que constitui um ecossistema aquático. 
De uma forma sucinta, um sistema deste tipo pode conter três fases de tratamento: a 
primeira (tratamento primário ou mecânico) tem como objetivo promover a remoção total dos 
sólidos grosseiros e parcial (50 a 60%) dos sólidos suspensos (SS), bem como a diminuição da 
carência bioquímica de oxigénio (CBO) do efluente em cerca de 20 a 30%; na segunda 
(tratamento secundário ou biológico) utilizam-se as capacidades metabólicas de organismos 
específicos e as suas sedimentabilidades tendo em vista a remoção de matéria orgânica e de 
nutrientes (em particular fósforo e azoto); por fim, a terceira fase (de afinação ou tratamento 
terciário) consiste numa etapa de tratamento avançado que normalmente tem como objetivo 
a remoção do excesso de nutrientes ou de outros poluentes específicos e que pode ser procedida 
por uma etapa de desinfeção química ou por radiação ultravioleta (Tchobanoglous, et al. 2003). 
2.1.2 Problemas e soluções atuais 
Ainda que um sistema de tratamento genérico seja eficiente na remoção da maior parte 
da carga poluente do afluente, podem ocorrer fenómenos que afetem significativamente a 
composição do mesmo e que coloquem em causa essa eficiência, provocando efeitos negativos 
no meio hídrico onde é feita a descarga. Para a resolução deste tipo de problemas é necessário 
recorrer a soluções avançadas específicas que complementem o tratamento dito «genérico». 
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2.1.2.1 Excesso de nutrientes 
Um destes problemas é o aparecimento de concentrações excessivas de nutrientes nas 
águas residuais que resultará, caso os processos de tratamento implementados sejam 
insuficientes, na transformação da produtividade biológica dos meios recetores, que passarão 
de oligotróficos a mesotróficos, eutróficos ou hipertróficos, afetando significativamente o 
equilíbrio dos ecossistemas aquáticos locais. Esta consequência é conhecida tradicionalmente 
como «eutrofização» e tem-se provado um fenómeno bastante adverso à qualidade de alguns 
meios hídricos, de difícil controlo e tratamento (Khan e Mohammad 2014). A eutrofização com 
origem em descargas de águas residuais tratadas apenas pode ser prevenível por alteração das 
características nutritivas do afluente que chega ao sistema de tratamento ou então por 
alteração do próprio sistema (por adição ou adaptação de órgãos de tratamento específicos). 
De certa forma pode dizer-se que é um problema combatível a montante da descarga. As 
tecnologias mais utilizadas atualmente assentam nas vias metabólicas de diferentes 
microorganismos (tratamento biológico) e em processos de precipitação química (de-Bashan e 
Bashan 2004, Daigger e Littleton 2014). Um dos processos biológicos utiliza as capacidades 
fotossintéticas de microalgas (isoladas ou em consórcio) para a assimilação de azoto e fósforo, 
mimetizando de forma controlada o processo de eutrofização. É de salientar que a operação e 
o controlo dos processos biológicos são tarefas especializadas e altamente sensíveis a variações 
na qualidade do efluente, o que logicamente acarreta esforços operacionais e financeiros 
elevados. 
2.1.2.2 Metais pesados 
Outro problema emergente e de elevada importância para a comunidade científica é o 
aparecimento de metais pesados - como o arsénio, o chumbo e o mercúrio - em águas residuais 
(nomeadamente industriais) e em lixiviados de aterros. Apesar de algumas espécies 
constituírem micronutrientes essenciais (em concentrações muito reduzidas), podem ter 
efeitos tóxicos agudos ou crónicos para os organismos quer por interferência metabólica, quer 
por mutagénese, quando estão presentes em concentrações elevadas (Govind e Madhuri 2004); 
esta toxicidade constitui um problema tanto para os meios recetores como para os próprios 
sistemas de tratamento, quando estes dispõem de etapas de tratamento biológico (visto que 
estas podem ser severamente afetadas). Atualmente, as principais tecnologias que permitem a 
remoção destas espécies das águas acarretam custos elevados, dado que estão baseadas em 
processos físicos ou químicos complexos e que podem envolver a utilização de reagentes caros. 
Nas opções mais comuns incluem-se a precipitação química, a permuta iónica, a filtração de 
membrana, mecanismos de adsorção, coagulação-floculação ou flutuação e métodos 
eletroquímicos (Fu e Wang 2011). 
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2.1.2.3 Micropoluentes 
Por definição, os micropoluentes são compostos individuais ou misturas complexas 
resultantes de atividades antropogénicas que aparecem em concentrações muito pequenas (na 
ordem dos microgramas por litro) em águas naturais (Fuhrmann 2012, Eggen, et al. 2014). 
Alguns exemplos deste tipo de substâncias são os produtos farmacêuticos, os pesticidas e os 
solventes. Os seus efeitos exatos nos ecossistemas são ainda desconhecidos no seio da 
comunidade científica, dado que pertencem a uma classe de poluentes relativamente recente. 
Contudo, o facto de não serem completamente biodegradáveis e de as tecnologias de 
tratamento «convencionais» não serem suficientes para as suas remoções faz deles poluentes 
a ter em conta. Atualmente, as soluções que se revelam mais eficientes no seu tratamento são 
a ozonização e o carvão ativado em pó (Eggen, et al. 2014, BAFU 2012), com custos elevados 
em ambos os casos, mas menores em 50% no caso da ozonização (Wahlberg, et al. 2006). Como 
será apresentado mais à frente, têm sido feitos estudos no sentido de se apurar a viabilidade 
de se utilizarem microalgas e cianobactérias para a remoção de alguns destes poluentes. 
 
2.1.3 As águas residuais como janelas de oportunidade 
A Tabela 1 apresenta a composição de diferentes tipos de águas residuais em termos de 
azoto total (N) e fósforo total (P), bem como os respetivos valores-limite de emissão (VLE) 
estabelecidos pela legislação nacional em vigor (Decreto-Lei nº 236/98, de 1 de agosto) para 
termo de comparação.  
 
Tabela 1 – Composição de alguns tipos de águas residuais em termos de azoto e fósforo 
Origem da água residual 
N total P total 
Referência 
(mg L-1) (mg L-1) 
Municipal 30 - 100 6 - 25 
(Henze e 
Comeau 2008) 
Lama de fossa séptica 200 – 1.500 40 – 300 
Lixiviado de aterro sanitário 100 - 500 1 - 10 
Pecuária de leite 185 – 2.636 30 - 727 
(Cai, Park e Li 
2013) 
Produção aviária 802 – 1.825 50 - 446 
Fábrica de papel 1,1 – 10,9 3,0 – 4,3 
Lagar de azeite 532 182 
VLE na descarga 
(DL nº 236/98) 
15 
10 
3 (*) 
0,5 (**) 
- 
(*) Em águas que alimentem lagoas ou albufeiras. 
(**) Em lagoas ou albufeiras. 
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De facto, a diferença entre os valores-limite na descarga e as concentrações tipicamente 
encontradas nas águas residuais é bastante acentuada (atingindo nalguns casos uma diferença 
de três ordens de grandeza), mas, sob uma perspectiva de engenharia, é exatamente nesse 
offset que se encontra uma excelente oportunidade para o reaproveitamento e reciclagem de 
nutrientes e é nesse sentido que a adaptação das alternativas de tratamento existentes no 
mercado tem sido feita. 
Hoje em dia, cada vez mais é notória esta mudança de paradigma no setor do tratamento 
de águas residuais: o que era anteriormente apenas um «problema» é cada vez mais visto como 
um conjunto de oportunidades; um verdadeiro «reservatório» de matérias-primas e energia de 
baixo custo financeiro e ambiental. 
2.2 Crescimento de microalgas em águas residuais 
2.2.1 A ficorremediação como potencial solução alternativa 
Como foi abordado anteriormente, a composição dos diferentes tipos de águas residuais 
obriga, hoje em dia, a esforços de tratamento e afinação superiores para que se evitem 
problemas emergentes como as concentrações elevadas de azoto e fósforo nos efluentes ou a 
descarga de metais e micropoluentes para os meios hídricos. 
O facto de as águas residuais constituírem ambientes ricos em nutrientes, nomeadamente 
em termos de azoto e fósforo, faz delas meios favoráveis ao crescimento de organismos que 
incorporam esses nutrientes através das suas vias metabólicas. Este é o princípio que sustenta 
as alternativas de tratamento biológico que são aplicadas hoje em dia em estações de 
tratamento de todo o mundo. Uma dessas alternativas está baseada na capacidade de fixação 
de substâncias «indesejáveis» por parte de algas, quer por incorporação por vias metabólicas, 
quer por mecanismos de biossorção ou biotransformação (Phang, et al. 2015). Essa alternativa 
denomina-se «ficorremediação» (do inglês «phycoremediation») e é nela que assenta uma 
grande parte da temática explorada no presente trabalho. 
O cultivo de diferentes tipos de microalgas em águas contaminadas leva a resultados 
diferentes (com variabilidade qualitativa e quantitativa na biomassa produzida e na assimilação 
de poluentes), dado que existe variabilidade nas composições de efluentes, na capacidade 
inerente de consumo de nutrientes pelas diferentes espécies e na própria tolerância a 
ambientes com cargas nutritivas superiores. Contudo, já foi provado inúmeras vezes que as 
microalgas são seres eficientes na remediação deste tipo de meios e que a sua utilização em 
etapas de tratamento é benéfica (Renuka, et al. 2015), em particular em etapas de afinação, 
onde os efluentes já se encontram pré-tratados e com toxicidade reduzida. 
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De certa forma, a utilização de microalgas como alternativa remediativa passa pela 
provocação de uma eutrofização num ambiente controlado, para incentivar assim a assimilação 
das substâncias vistas como poluentes. 
2.2.2 As microalgas e as suas aplicações 
A capacidade fotossintética é transversal a mais do que um grupo de organismos, sendo 
um traço comum entre algas, plantas e algumas bactérias amplamente dissertado na 
comunidade científica, desde meados do séc. XVIII (Ingenhousz 1779). 
As microalgas fazem parte desse grupo: são microrganismos eucarióticos que têm a 
capacidade de gerar biomassa a partir de energia solar, dióxido de carbono, água e nutrientes 
(Mostafa 2012). Possuem uma estrutura muito simples; não possuem raízes, caule nem folhas e 
têm como principal pigmento fotossintético a clorofila a (R. Lee 2008). Para além do tipo de 
pigmento, da natureza química dos produtos de armazenamento de energia e da constituição 
da parede celular, a classificação deste tipo de microrganismos prende-se com características 
como a presença ou não de flagelos nas células (e a respetiva estrutura), os processos de 
reprodução e a existência ou não de um retículo endoplasmático em redor dos cloroplastos (que 
pode estar ligado à membrana nuclear) (Tomaselli 2004). O tipo de reprodução mais comum 
entre as microalgas é a reprodução vegetativa (assexuada) através de divisão celular simples, 
podendo também observar-se reprodução sexuada, ainda que não universalmente (Tomaselli 
2004, Yang e Guo 2014). A simplicidade do processo de reprodução explica os tempos de 
duplicação relativamente baixos; em média, uma população de microalgas duplica-se a cada 
26 horas, podendo, nalguns casos, duplicar-se em apenas 8 horas (Liu, et al. 2011). 
Tal capacidade proliferativa aliada ao facto de as microalgas constituírem eficientes 
«fábricas» celulares, na medida em que têm a capacidade de converter energia luminosa, 
dióxido de carbono, água e nutrientes em compostos orgânicos de uma forma eficiente, faz 
delas microrganismos com um valor comercial apreciável e de aplicação variada. Os compostos 
produzidos com o seu crescimento (ácidos gordos, metabolitos, hidrocarbonetos, entre outros) 
encontram aplicação na produção de um vasto leque de produtos, que se encontram resumidos 
no esquema da Figura 1. Ao mesmo tempo, o facto de no seu metabolismo poderem ser fixadas 
moléculas que são indesejáveis em meios como os efluentes confere-lhes, como já havia sido 
mencionado, um carácter remediativo, quando cultivadas em meios poluídos. 
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Figura 1 - Possíveis destinos dos compostos produzidos (FAO 2009). 
 
2.2.3 Modos de cultivo e mecanismos de assimilação de substâncias 
As microalgas podem ser cultivadas em diferentes modos, dependendo das fontes de 
energia e de carbono colocadas à disposição e dependendo da própria espécie cultivada (nem 
todas são capazes de utilizar todas as vias). A Tabela 2 apresenta as fontes energéticas e de 
carbono para cada modo de cultivo. 
 
Tabela 2 - Fontes energéticas e de carbono dos meios de cultivo de microalgas (Perez-Garcia 
e Bashan 2015) 
Modo de cultivo Fonte energética Fonte de carbono 
Fotoheterotrófico Luz Orgânica 
Fotoautotrófico Luz Inorgânica 
Heterotrófico Orgânica Orgânica 
Mixotrófica Luz e orgânica em simultâneo Inorgânica e orgânica em simultâneo 
 
(Hydrothermal Upgrading) 
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A via fotoautotrófica é talvez a mais dissertada a nível científico. A fotossíntese está na 
base de todas as cadeias tróficas, através dos seres produtores; é simultaneamente o modo de 
cultivo mais simples e barato, dado que as suas fontes (energética e de carbono) são de 
disponibilidade praticamente ilimitada. De uma forma muito sintetizada, o processo químico 
de maior importância na fotossíntese é a conversão de dióxido de carbono (CO2) e água em 
hidratos de carbono e oxigénio (O2), estando este dividido em dois tipos de reações: as 
dependentes de luz e as não dependentes de luz. As primeiras incluem a absorção de luz, a 
hidrólise da água, a transferência de excitões (quasepartículas) e eletrões e a translocação de 
protões; resultam nos produtos NADPH2 (coenzima), ATP (molécula de armazenamento 
energético) e O2 (que é libertado para o meio). Já no segundo tipo de reações, que ocorre no 
estroma, as moléculas produzidas anteriormente são utilizadas na redução de dióxido de 
carbono e na síntese dos hidratos de carbono; estes possuem mais energia do que a soma da 
energia presente nos reagentes utilizados (água e CO2), o que é em última instância explicado 
pela transformação e acumulação da energia luminosa (Hall 1999). 
Para além do CO2, que é assimilável passivamente pela sua apolaridade, as microalgas 
podem recorrer a outra fonte de carbono inorgânico dissolvido (CID) - o bicarbonato (HCO3
-) -, 
assimilando-o por transporte transmembranar ativo (o que envolve gasto energético) ou então 
convertendo-o a CO2 com atividade enzimática extracelular. Uma vez que a referida conversão 
é lenta, a disponibilidade de carbono inorgânico pode revelar-se um aspeto limitante para o 
crescimento em meios aquosos que não têm concentrações suficientes de CO2 (por norma, esta 
espécie corresponde a menos de 1% do CID disponível em fase aquosa) (Riebesell e Wolf-
Gladrow 2002). Como meio de colmatação desta limitação, foram já desenvolvidos muitos 
estudos no sentido de se avaliar a hipótese mutuamente benéfica de utilização de efluentes 
gasosos de processos antropogénicos (ricos em dióxido de carbono) como fonte de carbono 
inorgânico (Benemann 1997, Wang, et al. 2008, Pires, et al. 2012). 
Uma vez que as microalgas não são compostas unicamente por hidratos de carbono, é 
necessária a assimilação de outros elementos (para além de carbono inorgânico) para que a 
produção de outras moléculas essenciais (como os aminoácidos, os ácidos nucleicos e os lípidos) 
seja possível; são eles: hidrogénio, oxigénio, azoto, enxofre, fósforo, potássio, cálcio, magnésio 
e cloro. Para o normal funcionamento metabólico poderão ainda ser necessários elementos 
vestigiais (ferro, manganês, cobre, zinco, cobalto ou molibdénio) e vitaminas específicas, no 
caso de as espécies de microalgas não terem a capacidade de as sintetizar de forma autónoma. 
A compreensão dos mecanismos de assimilação dos referidos elementos é algo imperativo 
para o desenvolvimento e otimização de sistemas que se baseiem no crescimento das microalgas 
(como as soluções fitorremediativas). Um dos instrumentos que pode auxiliar o estudo do 
crescimento de microalgas e dos fluxos de carbono e nutrientes que ocorrem entre elas e o 
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meio é o rácio estequiométrico de Redfield. Este rácio, de origem empírica, estabelece a 
proporção atómica de carbono, azoto e fósforo encontrada nos microrganismos fotossintéticos 
aquáticos e é definido por C:N:P = 106:16:1 (Redfield 1958). O confronto entre este e o rácio 
dos elementos presentes no meio define qual o elemento limitante para o crescimento das 
microalgas. 
A assimilação de nutrientes ocorre principalmente por difusão molecular, sendo que este 
fenómeno está dependente de três aspetos que podem ser afetados pelas próprias microalgas: 
o gradiente de concentrações entre o meio e o interior das células, o coeficiente de difusão do 
próprio nutriente e a espessura da camada-limite difusiva (Riebesell e Wolf-Gladrow 2002). No 
que toca aos principais nutrientes, o azoto pode ser absorvido através das espécies inorgânicas 
iónicas amónio (NH4
+) e nitrato (NO3
-) e o fósforo através dos iões hidrogenofosfato (H2PO4
- ou 
HPO4
2-); estes encontram aplicação na produção de aminoácidos, ácidos nucleicos, grupos 
fosfato (que compõem a ATP) e outras moléculas de relevo para o metabolismo celular (Raven 
e Giordano 2016, Dyrhman 2016). Similarmente, o enxofre pode ser assimilado como sulfato 
(SO4
2-), encontrando destino na formação de aminoácidos essenciais (Giordano e Prioretti 2016). 
O potássio, elemento crucial na regulação osmótica, síntese de proteínas e como co-fator de 
várias enzimas (Iyer, et al. 2015), é assimilado sob a sua forma iónica K+. 
Para além da assimilação de nutrientes, outra capacidade que as microalgas possuem e 
que pode ser utilizada de forma positiva na remediação de meios contaminados e na 
acumulação e potencial reaproveitamento de algumas substâncias (como os metais pesados) é 
a sua capacidade de biossorção. Por definição, este é um processo que permite que se 
concentrem determinadas substâncias na estrutura celular e que não requer consumo de 
energia, por ser metabolicamente passivo (Volesky e Holan 1995). Esta capacidade das 
microalgas chega até a ser comparável à capacidade de adsorventes químicos, mostrando-se 
uma alternativa viável aos métodos de remoção e recuperação de metais atualmente existentes 
no mercado (Mehta e Gaur 2005). 
Por fim, importa fazer menção à capacidade de remoção de micropoluentes de meios 
contaminados, demonstrada amplamente na literatura (Hirooka, et al. 2003, 
Subashchandrabose, et al. 2013, Ji, Kabra, et al. 2014, Wilt, et al. 2016). As microalgas 
provaram-se já bons agentes remediativos de meios contaminados com substâncias 
farmacêuticas e diversos poluentes orgânicos, o que pode provar-se outra vantagem da 
utilização da sua utilização no tratamento de efluentes. 
2.2.4 Requerimentos e limitações 
Em culturas de microrganismos do tipo descontínuo (batch), ou seja, em culturas que 
constituam sistemas sem trocas de matéria com o exterior (Bailey e Ollis 1986), é expectável 
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observar-se um desenvolvimento microbiano com quatro fases distintas - a fase adaptativa 
(lag), a fase de crescimento exponencial (log), a fase estacionária, e a fase de declínio, 
coincidente com a ação de algum fator limitante. Caso as condições de origem do inóculo sejam 
diferentes das condições da nova cultura, o crescimento na fase inicial será reduzido dado que 
as microalgas inoculadas se encontram em processo de adaptação às novas condições, podendo 
haver uma necessidade de se produzirem enzimas que permitam a produção de metabolitos 
essenciais que não façam parte da composição do meio; caso a cultura a inocular tenha uma 
composição semelhante (ou mais favorável) do que a cultura de origem do inóculo, será de 
esperar que a fase adaptativa seja muito curta ou inexistente (Madigan e Martinko 2006). 
Nalguns casos pode observar-se uma fase de crescimento linear, ao invés de exponencial; caso 
tal aconteça, será um indício de que o crescimento das microalgas está limitado pela radiação 
(que é absorvida e retida pelas algas que se encontrem mais à superfície) ou então por um 
nutriente de difícil transferência do meio externo para o meio celular (Lee e Shen 2007). 
A produtividade máxima das microalgas (μmax) está sujeita a limites teóricos que 
dependem fortemente de um conjunto de parâmetros biológicos, nomeadamente as taxas 
metabólicas, e fisico-químicos, como a composição do meio, a temperatura, o potencial de 
hidrogénio (pH), a energia luminosa disponível, o grau de mistura do meio e os processos de 
transferência de gases existentes, que por sua vez definem a concentração de carbono 
inorgânico disponível (Masojídek, et al. 2004). 
A energia luminosa surge como um dos fatores de que depende a produtividade máxima 
das microalgas, dado que é ela a «força motriz» da fotossíntese que por si só não é um processo 
plenamente eficiente (quando a fonte luminosa é o Sol). De acordo com Benemann (2004), 
apenas 3% da energia total solar pode ser utilizada pelas algas. De forma a maximizar-se a 
produtividade e consequentemente o consumo de nutrientes, devem conhecer-se as gamas de 
intensidade luminosa e de comprimentos de onda preferíveis pelas espécies em causa. A 
intensidade luminosa não deverá ser muito fraca para que a quantidade de fotões 
«aproveitados» pelos pigmentos fotossintéticos seja maximizada; por outro lado, também não 
deverá ser demasiado forte, caso contrário poderá observar-se fotoinibição e até efeitos 
danosos que poderão levar à morte celular. Para cada cultura existe um patamar ideal, 
correspondente à saturação luminosa, no qual a capacidade de processamento fotossintético 
do fluxo de fotões atinge o seu pico, dissipando-se o excedente sob a forma de calor ou 
fluorescência (Carvalho, et al. 2010). No que toca aos comprimentos de onda, a fonte luminosa 
deve ser capaz de emitir radiação nos comprimentos correspondentes aos absorvidos pelos 
pigmentos fotossintéticos. No caso das clorofilas, as gamas de absorção situam-se entre os 450 
e os 475 nanómetros e entre os 630 e os 675; já no caso dos carotenoides, a gama estende-se 
dos 400 aos 550 nanómetros (Masojídek, et al. 2004). Outro aspeto que pode afetar o 
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desempenho das culturas é a existência de ciclos dia-noite, ou seja, a fração de tempo em que 
as microalgas estão expostas à luz por dia. Caso o modo de cultivo seja fotoautotrófico, quanto 
maior for a fração de tempo em exposição, maior será a produtividade biológica, como já foi 
apontado em estudos com diversas espécies (Janssen, et al. 1999, Gonçalves, et al. 2014). A 
fotolimitação pode também ocorrer de forma indireta através de fenómenos de sombreamento; 
as células que se encontram mais próximas da superfície exposta à luz servirão de obstáculo 
aos fotões que chegarão assim em menor quantidade às células das zonas mais interiores do 
recipiente, limitando assim a sua produtividade (Grima, et al. 1999). 
A temperatura (T) é outro fator a ter em conta na ficorremediação. Para além de 
influenciar os equilíbrios de espécies químicas no meio, afeta também a taxa de crescimento 
das microalgas, a composição celular e a própria assimilação de nutrientes e de dióxido de 
carbono. As temperaturas consideradas ótimas para o cultivo de microalgas situam-se 
normalmente entre os 20 e os 30 oC, dependendo da composição do meio de cultura (Singh e 
Singh 2015). As espécies de microalgas cultivadas mais comummente toleram temperaturas a 
partir dos 16 oC, sendo que, abaixo de desse valor, o crescimento abranda consideravelmente. 
Acima de 35 oC, muitas das espécies não resistem e a cultura entra em declínio (FAO 1996). 
Relativamente ao pH, a gama normalmente utilizada no cultivo de várias espécies situa-
se entre 7 e 9, sendo considerada ótima entre os valores de 8,2 e 8,7 (FAO 1996). Para valores 
muito elevados poderá ocorrer a precipitação da biomassa em conjunto com sais inorgânicos; 
já para valores muito reduzidos, o meio poder-se-á tornar tóxico. Para além disso, o pH pode 
afetar o equilíbrio de certas espécies no meio e, por conseguinte, a sua disponibilidade; um 
exemplo disso é a influência do pH no equilíbrio entre as espécies de carbono inorgânico. 
Por fim, um aspeto necessário e potencialmente limitativo da atividade fotossintética e 
do consumo de nutrientes é a mistura da cultura. Esta é necessária para que a sedimentação 
da biomassa não ocorra espontaneamente na cultura e para garantir homogeneidade ao nível 
da temperatura, da concentração de nutrientes e da exposição à luz. O mecanismo de mistura 
deve ser adequado para a escala da cultura, deve garantir que as células se encontram em 
suspensão e não deve ser demasiado vigoroso, dado que nem todas as espécies de microalgas a 
toleram em exagero pelo risco de lise celular (FAO 1996). Caso a escala o permita, pode ser 
feita através de arejamento de ar atmosférico, de um efluente gasoso ou de qualquer outra 
mistura, contribuindo potencialmente com a adição de CO2 utilizável. Caso se atinjam 
concentrações de biomassa demasiado elevadas, poderá ser pertinente permitir a sedimentação 
e consequente recolha de biomassa de forma semicontínua, por forma a evitar a limitação do 
crescimento pelo sombreamento. 
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2.2.5 Estado de arte dos sistemas de cultivo 
É um facto que os sistemas de cultivo se desenvolveram de forma a responder cada vez 
melhor às limitações e aos requerimentos do processo fotossintético. Hoje em dia, dada a vasta 
oferta de tecnologias existente no mercado, a escolha e otimização de um sistema de cultivo 
está cada vez mais facilitada, mas deve ser feita tendo sempre em conta o seu propósito. Por 
exemplo, caso o objetivo seja produzir produtos precursores do biodiesel, deve optar-se por 
um sistema que maximize a produção lipídica. Assim, importa conhecer as principais 
características e nuances de cada sistema antes da sua implementação. 
Processualmente, os sistemas podem ser descontínuos (batch), contínuos ou 
semicontínuos (Dębowski, et al. 2012). No primeiro caso, como já foi abordado anteriormente, 
o cultivo é feito num sistema fechado; assim que o objetivo for cumprido, o cultivo dará lugar 
ao processo precursor, que pode ser a separação da biomassa produzida do meio de cultura; 
após o esvaziamento do recipiente, poder-se-á iniciar uma nova batelada com um renovado 
meio e um novo inóculo. No segundo caso, o meio de cultura será continuamente renovado por 
adição e remoção de caudais volúmicos iguais e a biomassa produzida será de igual forma 
recolhida. Num sistema semicontínuo, a alimentação com novo meio ou inóculo será feita em 
bateladas descontínuas, mas sem substituição instantânea total, de forma a manter a taxa de 
crescimento próxima do seu valor máximo. 
Tendo em conta o tipo de biorreator onde se cultivam as microalgas, os sistemas podem 
ser divididos em sistemas abertos ou fechados. O cultivo em sistemas abertos pode ser feito em 
lagoas tradicionais, em lagoas com mistura mecânica ou por injeção de uma mistura gasosa, 
em lagoas do tipo pista (racetrack type ponds) com promoção de circulação ou em lagoas em 
cascata; em qualquer dos casos, as profundidades não devem ultrapassar os 30 centímetros, de 
forma a minimizar os efeitos do fenómeno de sombreamento (Borowitzka 1999). Apesar de este 
tipo de sistemas ter vantagens económicas e de o seu scale-up ser mais fácil, são várias as 
desvantagens associadas; pelo facto de estar em contacto direto com a atmosfera, podem 
ocorrer alterações ao nível da temperatura e do volume da cultura (que pode ser diminuído por 
evaporação) que podem influenciar significativamente a atividade microbiana; para além disso, 
a possibilidade de contaminação (química ou biológica) pode também colocar em risco todo o 
processo. Já o cultivo em sistemas fechados compreende a utilização de tecnologias onde o 
controlo das condições é possível de uma forma mais flexível. As opções mais exploradas são 
os fotobiorreatores tubulares (nas mais variadas configurações), os sistemas de sacos em modo 
semicontínuo ou sequencial e os fotobiorreatores em placas (Dębowski, et al. 2012). Dado que 
a exposição luminosa pode ser otimizada neste tipo de sistemas, o cultivo de microalgas em 
densidades celulares superiores é facilitado, ainda que tal esteja associado a maiores custos 
operacionais e financeiros. 
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2.2.6 Casos de estudo: ficorremediação de lixiviados 
Dado que o efluente utilizado na parte experimental do presente trabalho é um lixiviado 
de aterro sanitário pré-tratado, importa fazer menção ao estado de arte científico da 
ficorremediação deste tipo de efluentes. Para além de constituírem um dos maiores impactos 
ambientais relativos à deposição de resíduos, os lixiviados de aterros são um efluente de 
tratamento difícil dado que a sua composição flutua bastante, dependendo da fase de 
decomposição em que se encontram os resíduos e da própria origem dos componentes da 
mistura. De qualquer das formas, podem apresentar concentrações elevadas de nutrientes 
aproveitáveis pelas microalgas, o que justifica o estudo da ficorremediação como opção de 
tratamento: a concentração de azoto amoniacal varia entre 50 e 2.200 mg/L e a gama de 
concentrações de fósforo total vai de 0,1 a 23 mg/L (Kjeldsen, et al. 2002). A potencial 
capacidade biodegradativa de alguns metais e micropoluentes por parte das microalgas 
abordada anteriormente poderá constituir outra vantagem para o seu cultivo em lixiviados, 
dado que estes meios podem apresentar esses poluentes nas suas composições. 
A ficorremediação de lixiviados é uma opção cujo estudo foi iniciado há relativamente 
pouco tempo, talvez pela falsa presunção de que a sua toxicidade poderia afetar 
significativamente o crescimento de microrganismos. Num estudo que tinha exatamente como 
objetivo principal estudar os efeitos tóxicos agudos de lixiviados em duas espécies de 
microalgas (Chlorella pyrenoidosa e C. vulgaris), verificou-se que, a partir de uma certa razão 
de diluição do lixiviado, o efeito tóxico deixava de se fazer sentir, passando a observar-se 
melhorias no crescimento das microalgas, atribuíveis à presença de substâncias orgânicas e 
nutrientes inorgânicos em concentrações favoráveis (Cheung, et al. 1993). Nos anos seguintes 
à elaboração do referido estudo, foram várias as experiências que demonstraram a 
potencialidade desta opção. Utilizando-se estirpes de microalgas tolerantes a azoto amoniacal, 
observam-se remoções significativas nas concentrações desse mesmo parâmetro (ainda que se 
tenha revelado inibitório quando presente em altas concentrações) e nas concentrações de 
ortofosfatos, com correlação positiva com o crescimento das microalgas (Lin, et al. 2007). 
Tendo por base os estudos que se centraram na capacidade de remoção de nutrientes, é 
possível inferir que, caso as concentrações de nutrientes sejam demasiado elevadas ao ponto 
de se fazerem sentir efeitos tóxicos, a eficácia da implementação de uma solução 
ficorremediativa está obviamente dependente de uma diluição do lixiviado ou, por exemplo, 
do seu tratamento conjunto com águas residuais municipais ou efluentes de outra natureza; 
estes poderão conter microbiota indígena e, consequentemente, potencial para a ocorrência 
de mecanismos simbióticos e sinérgicos (de-Bashan, et al. 2002). Esta hipótese já foi testada 
por várias vezes, tendo-se revelado benéfica, ainda que não se mostre suficiente para permitir 
a deposição do efluente tratado (Zhao, et al. 2014, Kumari, et al. 2016). 
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Para além da remoção de nutrientes e de carbono, também foi já testada a hipótese de 
remoção de metais em lixiviados. Provou-se que um consórcio de quatro microalgas 
(Nanochloropsis, Pavlova lutheri, Tetraselmis chuii e Chaetoceros muelleri) cultivado numa 
mistura de lixiviado com uma solução hipersalina (subproduto de uma unidade de 
dessalinização) foi capaz de remover 95% dos metais presentes ao fim de dez dias de ensaio, 
observando-se produtividades biológicas razoáveis (Richards e Mullins 2013). A remoção de 
zinco de um lixiviado de uma mina também se provou possível utilizando um fotobiorreator de 
substrato poroso com biofilme de uma microalga resistente a esse metal (Li, et al. 2015). 
Recentemente (Paskuliakova, et al. 2016), sob o pretexto de se testar a hipótese da 
ficorremediação de um lixiviado de aterro diluído em regiões de clima temperado, com ou sem 
adição de fosfatos, verificou-se que se atingem melhores remoções de azoto amoniacal com a 
adição deste nutriente, ainda que o tempo necessário para tratamento do lixiviado seja longo 
para as condições regionais (o que inviabilizaria um scale-up). 
É um facto assente que, para se otimizar e implementar um processo de tratamento desta 
natureza, é necessário ter-se um conhecimento escrupuloso da composição do lixiviado com o 
qual se está a lidar e das próprias mudanças físico-químicas que poderão ocorrer durante o 
tratamento. Tais factos, aliados às limitações económicas, constituem entraves à normalização 
de esforços, dado que a composição de lixiviados varia consideravelmente com o local e com o 
tempo, como já havia sido abordado. Por essas razões, esta ainda é uma tecnologia dependente 
do desenvolvimento de mais estudos no seio da comunidade científica, com novas abordagens 
e diferentes hipóteses. 
2.3 Biocombustíveis baseados no crescimento de microalgas 
2.3.1 Biocombustíveis 
Como o próprio nome indica, os biocombustíveis são combustíveis gasosos ou líquidos que 
têm origem biológica não fóssil. Atualmente são vistos como uma alternativa aos combustíveis 
fósseis, dado que os seus impactos ambientais são, de uma forma geral, menores. Para que se 
entendam e se possam comparar os seus impactos ambientais face aos outros tipos de 
combustíveis, importa primeiro conhecer os tipos de biocombustíveis existentes, 
nomeadamente as fontes de carbono utilizadas na produção. Existem biocombustíveis: (i) de 
primeira geração, que utilizam açúcares e lípidos extraídos diretamente de plantas; (ii) de 
segunda geração, que são derivados de celulose, hemicelulose, pectina ou lenhina; e (iii) de 
terceira, que têm por base os compostos produzidos por organismos aquáticos autotróficos 
(European Biofuels Technology Platform 2016).  
De acordo com os critérios de sustentabilidade definidos na União Europeia, para que um 
biocombustível seja considerado sustentável, as emissões de gases com efeito de estufa (GEE) 
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associadas ao seu ciclo de vida devem ser 30% menores do que as associadas ao ciclo de vida 
dos combustíveis fósseis, para o ano de referência de 2016 (European Commission 2016). Na 
maioria dos casos, os biocombustíveis têm a si associados balanços de carbono razoáveis graças 
à captação de CO2 que é feita nos processos biológicos que estão por trás da produção dos seus 
precursores. Assim, pode afirmar-se que quanto mais eficiente em termos de captação de GEE 
for o processo biológico que sustenta um determinado biocombustível, menor será o seu 
impacto e consequentemente maior será o seu carácter sustentável. 
Os biocombustíveis baseados em microalgas são considerados de terceira geração, dado 
que têm por base compostos produzidos a partir de microorganismos autotróficos aquáticos. 
Comparado com o cultivo de plantas terrestres, que pode dar origem a biocombustíveis de 
primeira e segunda geração, o crescimento de microalgas é bastante mais rápido, ocupa muito 
menos espaço e está associado a teores lipídicos muito superiores (Chisti 2007). 
2.3.2 O problema da viabilidade económica 
Apesar das vantagens apresentadas anteriormente, o cultivo de microalgas tem a si 
associado, como já foi apresentado no presente trabalho, um conjunto de requerimentos que 
pode elevar diretamente os custos financeiros de sistemas de produção em grande escala. Um 
aspeto identificado como fundamental é o fornecimento de nutrientes às culturas, que é 
comummente feito com recurso à adição de fertilizantes químicos (Grima, et al. 1999, Chisti 
2007). Estes representam, para além de um custo financeiro, um acréscimo na pegada 
energética e ambiental dos biocombustíveis deste género. Mais ainda, dado que as tecnologias 
de cultivo ainda carecem de desenvolvimento, a viabilidade económica e energética de tais 
sistemas é ainda questionável (Lam e Lee 2012), e está dependente do desenvolvimento de 
novas soluções. 
De acordo com um estudo de revisão dos problemas associados aos biocombustíveis deste 
tipo elaborado por Lam e Lee (2012), existe uma necessidade urgente de procurar e testar 
fontes de nutrientes alternativas e de baixo custo, dado que a utilização de fertilizantes se 
traduz num impacto de peso no balanço energético global dos biocombustíveis de terceira 
geração. 
2.3.3 A ficorremediação como solução viabilizadora sustentável 
São várias as razões pelas quais a associação da ficorremediação com os biocombustíveis 
pode ser benéfica e vários os potenciais beneficiados. Desde logo, ao nível das estações de 
tratamento de águas residuais e das suas entidades gestoras, esta solução será vantajosa pelo 
facto de se gerarem matérias-primas para biocombustíveis, que poderão significar uma fonte 
de receita extra. Para além disso, a potencial redução dos custos de tratamento é outra 
vantagem associada (Lam e Lee 2012). É comum observarem-se quantidades significativas de 
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azoto e fósforo (sob formas inorgânicas) em águas que já foram sujeitas a tratamentos primários 
e secundário. Tendo em conta que o tratamento dessas substâncias pode acarretar custos 
energéticos adicionais de 60 a 80% (Maurer, et al. 2003), a sua utilização e consumo por parte 
das microalgas com consumos energéticos associados muito menores justifica a implementação 
da solução. Por outro lado, a utilização de águas residuais ricas em nutrientes como meio de 
cultivo diminuirá a dependência atual de fertilizantes no cultivo de microalgas, diagnosticada 
anteriormente. Ao mesmo tempo, a assimilação de nutrientes e de carbono inorgânico 
constituirá um contributo importante sob o ponto de vista ambiental, na medida em que 
colaborará no fecho do ciclo de substâncias (nomeadamente, azoto e fósforo) e que cooperará 
no combate ao aquecimento global (por assimilação de um GEE). 
A viabilização tornada possível por esta alternativa poderá também resultar, em última 
instância, numa redução da pressão que a produção de biocombustíveis tradicionais (de 
primeira e segunda geração) causa sobre o setor alimentar - por exemplo, pela utilização da 
cana de açúcar para produção de biodiesel em países em desenvolvimento. Reduzindo essa 
pressão e diminuindo a concorrência entre mercados, será dado um passo significativo na 
garantia da segurança alimentar e energética de populações inteiras, conferindo à solução um 
impacto social positivo. 
O facto de se aliarem simultâneas vantagens ao nível ambiental, económico e social 
confere à solução apresentada um carácter verdadeiramente sustentável. Contudo, é um facto 
que a ficorremediação aliada à produção de biocombustíveis de terceira geração é uma solução 
muito recente, pouco explorada e que ainda carece de muito estudo a diversos níveis. Para 
além de se estudarem e otimizarem as condições de cultivo de diversas estirpes em águas 
residuais de diferentes origens, será necessário conhecer e quantificar os impactos positivos e 
negativos da solução, justificar cientificamente as suas vantagens face a outros tipos de 
combustíveis e orientar esforços no sentido de se contornarem as desvantagens estudando e 
redesenhando os fenómenos envolvidos na cadeia de produção, desde a inoculação ao 
aproveitamento da biomassa. 
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3 Avaliação da produção de biomassa e remoção 
de nutrientes num lixiviado 
3.1 Materiais e Métodos 
3.1.1 Microalgas e meio de cultura 
A espécie escolhida para o cultivo foi a Chlorella vulgaris, dado que apresenta, em águas 
residuais, cinéticas de crescimento favoráveis e visto que as cinéticas de remoção de nutrientes 
já foram amplamente estudadas, em diversas condições (consultar Anexo A-1). A estirpe 
utilizada (C. vulgaris CCAP 211/11B) foi obtida a partir da Culture Collection of Algae and 
Protozoa do Reino Unido. Numa fase inicial, as microalgas foram incubadas em frascos de vidro 
de borossilicato de 500 mL com lixiviado diluído a 20%, para as razões N:P planeadas de 8, 12, 
16, 20, 24 e infinito (sem adição externa de fósforo, para se observar o comportamento das 
microalgas na ausência de uma fonte externa desse nutriente), de forma a avaliar visualmente 
a adaptação ao meio. As razões foram escolhidas em torno do rácio de Redfield (16), que 
descreve a composição elementar encontrada nas microalgas. A incubação durou doze dias e 
foi feito com as mesmas condições físicas que os ensaios (luz, agitação e temperatura). O 
inóculo utilizado no primeiro ensaio foi obtido através da mistura das culturas de incubação 
com as razões 20 e 24. Os inóculos utilizados nos ensaios subsequentes foram obtidos pela 
mistura das culturas do ensaio subsequente com a razão N:P de 24. O volume de inóculo 
utilizado em cada ensaio correspondeu a 10% do volume total da cultura. O parâmetro variado 
de ensaio para ensaio foi a composição química inicial do lixiviado pré-tratado, por meio da sua 
diluição em água destilada. Em cada ensaio, foi feita uma tentativa de teste de diferentes 
razões N:P (8, 16, 24 e infinita) em duplicado, por adição de diferentes volumes de uma solução 
de dihidrogenofosfato de potássio (do fornecedor Merck). Os valores de razão N:P foram 
determinados com base numa concentração de azoto no lixiviado estimada de 500 mg L-1, pelo 
que não corresponderam às razões reais dos diferentes meios, como será explicado numa fase 
posterior do presente subcapítulo. Paralelamente, utilizou-se um frasco de controlo, por forma 
a verificar o que acontecia a um volume de meio litro de lixiviado com as mesmas condições, 
mas com a ausência da microalga. Ao longo do trabalho experimental foram efetuados seis 
ensaios, o que resultou num conjunto de quarenta e oito culturas e seis controlos com condições 
iniciais diferentes. 
O lixiviado proveio de um aterro sanitário. Foi recolhido à saída de uma lagoa de 
estabilização arejada e sujeito a um processo de tratamento incompleto. Por motivos logísticos, 
não foi possível efetuar todos os ensaios com lixiviado proveniente da mesma batelada (o que 
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foi utilizado nos ensaios II a VI proveio de uma diferente batelada do que foi utilizado no 
primeiro ensaio), sendo que a composição do lixiviado não diluído diferiu entre ensaios; por 
essa razão, a comparação entre ensaios passou a ser feita com base nas composições iniciais, 
aferidas por análises, ao invés das diluições. A Tabela 3 apresenta as condições iniciais dos 
diferentes meios testados nos seis ensaios.  
Tabela 3 - Razões N:P e concentrações médias iniciais de biomassa e de nutrientes dos meios 
dos diferentes ensaios 
 N:P 
N:P 
«real» 
Biomassa 
Inicial (g L-1) 
[N-NH4
+] 
(mg L-1) 
[N-NO3
-] 
(mg L-1) 
[P-PO4
3-] 
(mg L-1) 
[S-SO4
2-] 
(mg L-1) 
[K+] 
(mg L-1) 
I 
(20%) 
8 13 
(*) 
15 144 28 377 416 
16 25 15 144 14 377 416 
24 38 15 144 9 377 416 
Inf. Inf. 15 144 0 377 416 
Controlo (I) 0 15 144 0 377 416 
II 
(40%) 
8 13 
(*) 
83 194 48 764 659 
16 26 83 194 24 763 625 
24 39 83 194 16 762 613 
Inf. Inf. 83 194 0 761 591 
Controlo (II) - 83 183 0 726 552 
III 
(40%) 
8 12 0,94 76 186 49 735 642 
16 24 0,94 76 186 24 734 608 
24 36 0,95 76 186 16 734 597 
Inf. Inf. 0,95 76 186 0 734 574 
Controlo (III) - 76 175 0 698 535 
IV 
(50%) 
8 14 1,08 95 225 52 907 767 
16 27 1,08 95 225 26 907 728 
24 41 1,07 95 225 17 907 715 
Inf. 7226 1,08 95 225 0 906 689 
Controlo (IV) - 93 206 0 834 631 
V 
(30%) 
8 12 0,61 67 136 37 562 456 
16 23 0,61 67 136 19 561 434 
24 34 0,61 67 136 13 561 426 
Inf. 454 0,61 67 136 1 561 412 
Controlo (V) - 63 115 0 475 350 
VI 
(35%) 
8 11 0,70 75 154 46 628 552 
16 22 0,69 75 154 23 628 521 
24 32 0,70 75 154 16 627 510 
Inf. 994 0,69 75 153 1 627 490 
Controlo (VI) - 75 141 0 578 450 
(*) Não foi possível aferir a concentração inicial de biomassa. 
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Os valores da coluna N:P «real» foram determinados com base nas concentrações molares 
iniciais das espécies N-NH4
+, N-NO3
- e P-PO4
3- no meio (determinadas a partir das concentrações 
de lixiviado, inóculo e solução de KH2PO4) para que se aferissem os desvios em relação às razões 
teóricas, que haviam sido determinadas com base na concentração estimada de N-NO3
- de 500 
mg/L. Para facilitar a interpretação dos resultados, os meios de cultura foram na mesma 
nomeados com base nas suas razões predefinidas. Os meios sem a adição de fosfato foram 
nomeados «Inf.», tendo por base a razão N:P teórica (infinito), e o frasco de controlo foi 
nomeado «C.» 
De forma similar, as razões reais de carbono-azoto e carbono-fósforo (C:N e C:P) 
presentes no meio foram determinadas. A comparação dessas razões com o rácio definido por 
Redfield permitiu antever algumas das limitações observadas, nomeadamente a limitação pelo 
carbono inorgânico. As razões iniciais C:N e C:P dos diferentes meios (sem contabilizar a adição 
de carbonatos que será mencionada adiante) situam-se nos intervalos 0,036-0,17 e 0,48-2,0, 
respetivamente, ficando algumas ordens de grandeza abaixo das razões definidas por Redfield, 
que descrevem a composição encontrada nas microalgas (10 e 160). Os valores determinados 
para cada ensaio encontram-se explicitados no Anexo A-5. 
 
3.1.2 Instalação experimental 
O cultivo da Chlorella vulgaris foi feito em duplicado, em frascos de vidro de borossilicato 
com volume operacional de 1 L, sem recurso a técnicas assépticas e numa instalação pré-
concebida para o efeito (Figura 2). A fonte luminosa utilizada foi um conjunto de quatro 
lâmpadas fluorescentes de 18 W que, dispostas a aproximadamente 20 centímetros da 
superfície líquida dos frascos, garantiram uma intensidade de iluminação de 2,4 a 3,1 klux, 
equivalente a uma densidade de fluxo de fotões de 32 a 42 μmol m-2 s-1, para um fotoperíodo 
de 24:0 (contínuo). As culturas estiveram expostas à temperatura ambiente do laboratório, 
tendo este parâmetro sido monitorizado diariamente. De forma a manter as microalgas em 
suspensão, as culturas foram sujeitas a mistura por injeção contínua de ar atmosférico, com 
recurso a bombas Trixie de 5 W (com caudal de 90 a 180 L h-1). As bolhas de ar injetadas, 
juntamente com a área superficial do líquido (cerca de 75 cm2), foram os únicos meios que 
permitiram a troca de gases entre as culturas e a atmosfera. O volume de líquido perdido por 
evaporação foi controlado por marcação do nível superficial e reposto diariamente com água 
destilada. 
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Figura 2 - Instalação experimental utilizada. 
 
3.1.3 Métodos analíticos 
Nos dias 0 a 4 e 7 a 12 de cada ensaio, as culturas foram sujeitas a medições de 
temperatura e pH com recurso a um sensor HI 8424 da HANNA Instruments, e de densidade 
ótica através de um espetrofotómetro Spectroquant Pharo 100 da Merck; a temperatura e pH 
do controlo também foram medidas. A biomassa em peso seco foi determinada de forma 
indireta tendo por base retas de calibração em ordem à densidade ótica (DO), que foram 
elaboradas de forma exclusiva para cada ensaio. O comprimento de onda escolhido, 440 nm, 
encontra-se num dos intervalos de pico de absorção expectável para o género Chlorella 
(Belianin, et al. 1975). O procedimento de elaboração das referidas retas, as respetivas 
equações, gamas de aplicabilidade e coeficientes de correlação encontram-se apresentados no 
Anexo A-2. Ressalve-se que não foi possível reunir um conjunto fidedigno de valores de biomassa 
nos ensaios I e II, por duas diferentes razões. No ensaio I, o procedimento utilizado foi diferente 
e não se revelou adequado; a biomassa em peso seco foi aferida através da determinação dos 
sólidos suspensos voláteis (SSV), o que implicou a remoção de um determinado volume de 
cultura limitado (sob pena de se reduzir demasiadamente o volume total da cultura ao longo 
do ensaio); o volume escolhido (10 mL) não foi suficiente para garantir uma boa 
representatividade do meio em termos de biomassa, pelo que os valores determinados estavam 
associados a margens de erro elevadas, facto que só foi verificado a posteriori. No segundo 
caso, ocorreu uma contaminação da cultura (possivelmente com a substância utilizada para 
lavagem dos frascos entre ensaios), que pôs em causa a qualidade dos pontos recolhidos. 
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Nos dias 1, 2, 4, 7 e 11 foram retirados 10 mL de cada um dos nove frascos para posterior 
determinação das concentrações de aniões, catiões, carbono total e carbono inorgânico. No dia 
0 foram também recolhidas amostras do lixiviado a utilizar, da solução de KH2PO4 e do inóculo, 
por forma a aferir a composição inicial aproximada de cada um dos frascos. Antes das referidas 
análises, as amostras que continham microalgas foram sujeitas a centrifugação durante 15 
minutos a 4000 rotações por minuto (numa centrifugadora Himac CT66 da VWR) e, assim como 
todas as amostras que não continham microalgas, foram filtradas individualmente (através de 
filtros de nylon da Specanalítica, de 0,45 μm) e devidamente conservadas num frigorífico. 
A análise da concentração dos iões relevantes para o trabalho (NH4
+, K+, NO3
-, PO4
3-
 e SO4
2-) 
foi feita com recurso a dois equipamentos de cromatografia iónica da marca Dionex - o ICS-
2100 para medição de aniões e o DX-120 para catiões -, um auto sampler e um software de 
recolha de dados Chromeleon. O processo de análise envolve a injeção de amostra numa coluna 
que contém uma resina insolúvel, a separação sequencial dos iões da amostra por interação 
com a resina, o seu transporte até ao detetor condutimétrico e a deteção de sinal sob a forma 
de uma área de pico (expressa em μS·min). O sinal pode ser posteriormente convertido a um 
valor de concentração com base em retas de calibração específicas (consultar o Anexo A-3). 
Quanto à análise do carbono total (CT) e inorgânico, recorreu-se a um equipamento 
Shimadzu (modelo TOC-VCSN). Para a medição do CT, uma porção da amostra filtrada é injetada 
de forma automática num tubo de combustão onde ocorre a oxidação catalítica do carbono 
(que passa a CO2), a 680 
oC; com o auxílio de um gás de arrasto, os produtos da combustão são 
arrefecidos, desumidificados e encaminhados para um detetor de infravermelhos não-dispersivo 
(NDIR), onde o CO2 é detetado; o sinal gerado pelo NDIR é recolhido, processado e a 
concentração de CT é calculada, com base numa reta de calibração pré-elaborada. A medição 
do CID é em tudo semelhante à do CT, mas envolve uma pré-acidificação da amostra de forma 
a remover a fração orgânica de carbono (Shimadzu 2016). A subtração do CID ao CT fornece o 
valor do carbono orgânico dissolvido (COD), que é outro parâmetro de interesse para o presente 
trabalho. 
A medição da intensidade de iluminação foi feita ao nível da superfície líquida em 
períodos diurnos e noturnos, de forma a abranger as interferências de iluminação natural 
presentes no laboratório. Foi feita com um medidor da ISO-TECH – Modelo LUX-1335. A 
conversão da gama de valores medidos para valores de densidade de fluxo de fotões foi feita 
através de uma constante de conversão para lâmpadas fluorescentes consultada na literatura 
(Thimijan e Heins 1982): 0,0135 μmol m-2 s-1 lux-1. 
No Anexo A-4 apresentam-se fotografias dos aparelhos de medição e análise citados. 
Cultura de microalgas para remoção de azoto de lixiviados de aterro 
Avaliação da produção de biomassa e remoção de nutrientes num lixiviado 26 
3.1.4 Parâmetros e modelos cinéticos 
Inicialmente foram determinados os rácios reais de carbono, azoto e fósforo (C:N, C:P e 
N:P) presentes no meio, por forma a tentar prever o substrato limitante do crescimento. Os 
referidos rácios foram determinados com base nas concentrações iniciais das espécies 
inorgânicas nos diferentes meios. 
Através dos diferentes valores de concentração de biomassa (X) ao longo do tempo, e com 
base no tipo de modelos tipicamente adaptáveis ao crescimento de microrganismos em batch, 
determinaram-se as taxas específicas de crescimento (μ, expressas em d-1) e as produtividades 
em termos de biomassa (PX, em g L
-1 d-1). Para permitir a comparação com estudos análogos, 
determinaram-se ainda os valores de produtividade máxima entre as médias de três pontos 
consecutivos (PX,max) e de produtividade média (PX,med). As taxas específicas de crescimento 
foram determinadas a partir da aplicação de um modelo exponencial à representação gráfica 
de X em ordem ao tempo (t), conforme a Equação 1, com recurso ao software Microsoft Excel. 
Os modelos foram aplicados especificamente para os conjuntos de pontos onde se observou 
crescimento do tipo exponencial (aferido com o auxílio dos intervalos lineares das 
representações gráficas de Ln(X) em ordem a t). Nos casos em que tal se justificou, foram 
retirados pontos atípicos (ouliers). 
𝑑𝑋
𝑑𝑡
= 𝜇 ∙ 𝑋 ⇔ 𝑋 = 𝑋0 ∙ 𝑒
−𝜇∙𝑡 
(1) 
As produtividades em termos de biomassa foram determinadas para cada par de pontos 
experimentais consecutivos, através da Equação 2. A produtividade máxima (PX,max) 
correspondeu ao valor máximo entre as médias de três valores de PX consecutivos. Já a média 
(PX,med) correspondeu à média aritmética do conjunto de valores de PX. 
𝑃𝑋 =
𝑋𝑖+1 − 𝑋𝑖
𝑡𝑖+1 − 𝑡𝑖
 
(2) 
O tratamento dos dados referentes às concentrações de nutrientes (S), recolhidos com 
recurso à cromatografia iónica, envolveu a determinação das eficiências percentuais de 
remoção (ER) no final de cada ensaio e das taxas de remoção média (TR, expressas em mg L-1 
d-1), respetivamente pelas Equações 3 e 4. Tentou descrever-se o consumo de nutrientes com 
base num modelo cinético de pseudo-primeira ordem, sob o pressuposto de que a cinética de 
consumo em águas residuais é adaptável a este tipo de modelos (Wang, et al. 2014). A 
modelação dos pontos experimentais permitiu a aferição das diferentes taxas cinéticas de 
remoção de nutrientes (k, em d-1) que servem de termo comparativo com resultados reportados 
na literatura. Estas foram determinadas a partir da aplicação de um modelo exponencial à 
representação gráfica de S (concentração de nutriente) em ordem ao tempo, com recurso ao 
software Microsoft Excel, conforme a Equação 5. 
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𝐸𝑅 =
𝑆0 − 𝑆𝑓
𝑆0
 
(3) 
𝑇𝑅 =
𝑆0 − 𝑆𝑓
𝑡𝑓
 
(4) 
𝑑𝑆
𝑑𝑡
= 𝑘 ∙ 𝑆 ⇔ ln⁡(𝑆) = ln⁡(𝑆0) − 𝑘 ∙ 𝑡 
(5) 
Por fim, foram determinados os rendimentos específicos de biomassa (YX|S, expressos em 
gb gS
-1), de acordo com a Equação 6. Estes representam a biomassa produzida a partir de uma 
unidade de massa de substrato consumido. 
𝑌𝑋|𝑆 =
𝑃𝑋,𝑚𝑒𝑑
𝑇𝑅
 
(6) 
 
3.2 Resultados e Discussão 
3.2.1 Temperatura 
As temperaturas médias registadas situam-se dentro da gama que é considerada 
«tolerável» para as espécies de microalgas mais comuns (ver Tabela 4): 16 a 27 oC (FAO 1996). 
Contudo, a amplitude de temperaturas registada poderá ter influência num crescimento 
uniforme das microalgas. Atingiram-se valores nos quais é comum observar-se um 
abrandamento no crescimento, em particular nos ensaios I, II e III (T < 16oC). Para além de uma 
possível influência no crescimento, as variações de temperatura observadas dentro de cada 
ensaio poderão ser suficientes para causar interferências ao nível dos equilíbrios entre espécies 
iónicas. O registo das temperaturas para cada ensaio encontra-se no Anexo B-1. 
No entanto, um eventual scale-up para os propósitos deste trabalho seria em todo o caso 
feito sob a obrigatoriedade de operação a uma temperatura condicionada pela temperatura 
ambiente. Isto porque o controlo direto desta variável incluiria custos que inviabilizariam a 
opção de um ponto de vista económico. 
Tabela 4 - Valores de temperatura registados nos seis ensaios 
Ensaio Tmin (
oC) Tmed (
oC) Tmax (
oC) 
I 13,5 16,1 18,5 
II 15,2 17,8 21,9 
III 13,6 18,1 21,9 
IV 18,8 21,2 32,7 
V 17,5 19,8 23,6 
VI 18,5 21,2 25,0 
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3.2.2 Carbono e pH 
Dado que as microalgas também podem consumir COD pelas suas vias heterotróficas e 
pela mixotrófica (Perez-Garcia e Bashan 2015), as variações na concentração deste parâmetro, 
juntamente com as de CID podem indicar se a via pela qual elas optaram preferencialmente foi 
de facto a via estimulada (fotoautotrófica). No caso do presente estudo, os meios de cultura 
testados já dispunham de COD e as variações observadas da sua concentração foram geralmente 
mínimas (conforme se observa na figura do Anexo B-2), indiciando que a via estimulada foi a 
dominante. 
A exceção foi o ensaio II, onde se observaram remoções da concentração inicial de COD 
de 40-44% para as culturas inoculadas e 51% para o controlo. Neste caso particular, a explicação 
reside numa contaminação da cultura, que poderá ter sido causada pela método de lavagem 
dos frascos utilizado no final do ensaio I. Mesmo após enxaguamento com água, a substância 
utilizada para provocar a morte das microalgas do primeiro ensaio (para descarga segura no 
esgoto) terá permanecido nos frascos em quantidades residuais, sendo suficiente para inativar 
a atividade biológica (e, por conseguinte, o consumo de CID) e oxidar uma boa parte dos 
compostos orgânicos existentes, como se observa pela Figura 3. Por precaução, o processo de 
desinfeção passou a ser feito em recipientes separados dos frascos de cultura, sendo estes 
enxaguados abundantemente com água. 
A variação do CID nas diferentes culturas permitiu levantar alguns aspetos sobre as 
necessidades técnicas de implementação da solução testada. Comparando as variações de CID 
dos ensaios I, III e IV (os primeiros três ensaios onde houve indícios de atividade biológica) com 
as respetivas variações de pH, verificou-se que, para os ensaios em que o pH inicial se situava 
abaixo de 7, o «consumo» de CID estava associado a decréscimos anormalmente elevados no 
pH ao longo do ensaio. Isto foi particularmente notório para o ensaio IV (Figura 4), no qual se 
chegaram a atingir valores de pH de 3, naturalmente limitantes para as microalgas. 
A explicação para este fenómeno reside na baixa alcalinidade inicial do meio (indicada 
pela concentração de CID), no reequilíbrio químico em termos de espécies inorgânicas de 
carbono e na natureza do sistema de cultivo. Ao consumo de CID está associado um decréscimo 
no pH que provoca um desequilíbrio químico de carbonatos, no sentido da conversão de HCO3
- 
a CO2, espécie predominante para valores de pH inferiores a 6,4 (Aqion 2016). Apesar do sistema 
idealizado ser um sistema do tipo batch, são na verdade permitidas trocas de matéria com o 
exterior, nomeadamente trocas gasosas, através do mecanismo escolhido para manter as 
células em suspensão: a injeção de ar atmosférico. Conforme foi reportado na literatura (Wett 
e Rauch 2003), o recurso a arejamento pode causar stripping de dióxido de carbono, em meios 
com pH menor do que 7, contribuindo assim ainda mais para a diminuição do CID observada. 
Cultura de microalgas para remoção de azoto de lixiviados de aterro 
Avaliação da produção de biomassa e remoção de nutrientes num lixiviado 29 
 Por observação da evolução de CID no frasco de controlo, conclui-se que a hipotética 
aliança entre o seu consumo, e o fenómeno físico-químico de reajustamento do sistema e 
stripping foi responsável pelo consumo de cerca de metade do CID disponível nas culturas do 
ensaio IV. 
 
Figura 4 – Acidificação e consumo de CID observados nos meios com as razões N:P de 8, 16 e 
24, no meio sem adição de PO4
3- (“Inf.”) e no meio de controlo (“C.”) do ensaio IV. 
Figura 3 - Evolução das concentrações de CID e COD nos meios com as razões N:P de 8, 16 e 
24, no meio sem adição de PO4
3- (“Inf.”) e no meio de controlo (“C.”) do ensaio II. 
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Em condições desfavoráveis ao stripping, a ausência de uma fonte externa de carbono 
inorgânico (para além do CO2 presente no ar atmosférico que é injetado) pode resultar numa 
limitação das culturas por falta de carbono, conforme reportado na literatura (Gonçalves, et 
al. 2016a). Para averiguar se o problema observado se deveu mesmo à baixa alcalinidade inicial, 
fizeram-se adições controladas de uma solução de carbonato de sódio (Na2CO3, do fornecedor 
Merck) nos ensaios seguintes (V e VI), de forma a garantir uma fonte «extra» de carbono 
inorgânico e um reajuste do valor de pH para uma gama favorável ao crescimento de microalgas 
e ao mesmo tempo desfavorável ao fenómeno de stripping: 8-11. No caso do ensaio V, a adição 
foi feita de forma única para as culturas com as razões 8, 16 e 24, no dia 4; já no ensaio VI, a 
adição foi feita de forma gradual e seletiva: apenas se adicionaram carbonatos cultura a 
cultura, sempre que o pH lido fosse menor do que 7,5. Após a adição, verificou-se a 
estabilização do pH das culturas, corroborando assim a hipótese testada. 
As evoluções de CID e de pH registadas nos diferentes ensaios encontram-se apresentadas 
paralelamente nas figuras do Anexo B-3. 
 
3.2.3 Produção de biomassa 
A monitorização da concentração de biomassa ao longo do tempo permitiu a determinação 
de um conjunto de parâmetros que serviu de termo de comparação com estudos semelhantes 
da literatura. Para além disso, a representação gráfica dos pontos experimentais possibilitou a 
apreensão de algumas conclusões qualitativas sobre o comportamento das microalgas quando 
sujeitas a meios com condições diferentes. As conclusões sobre a influência dos parâmetros 
medidos também foram formuladas com base na observação da biomassa. 
Com base nos gráficos da Figura 5 pode aferir-se que o tempo de ensaio de 12 dias não 
foi suficiente para que se permitir a observação de todas as fases comuns de um sistema de 
cultivo fechado como o idealizado. A fase de adaptação foi breve em todos os casos, durando 
no máximo um dia, tal como já havia sido observado em estudos semelhantes com C.vulgaris 
(Gonçalves, et al. 2016c, Gonçalves, et al. 2016b). Na fase seguinte, o crescimento da espécie 
utilizada pareceu seguir uma tendência tipicamente observadada em meios onde existe 
limitação por um nutriente de difícil transferência do meio para o interior das células ou então 
de uma limitação pela radiação (Lee e Shen 2007).  
A primeira hipótese pode eventualmente ser justificada pela falta de carbono inorgânico 
numa forma diretamente assimilável pela microalga (CO2). Caso a espécie de presença aquosa 
maioritária fosse o HCO3
- (o que é aplicável para uma gama de pH entre 7 e 10), a microalga 
necessitaria de recorrer ao transporte transmembranar ativo ou a mecanismos de conversão 
enzimática extracelular para poder assimilar carbono inorgânico, o que envolve o consumo de 
energia e, por conseguinte, uma utilização ineficiente dos recursos de que dispõem as células 
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e um crescimento populacional desacelerado. A eventual limitação pela radiação poderá ser 
explicada pelo facto de a concentração de biomassa inicial (determinada pelo método de 
inoculação) ter sido demasiado elevada, podendo provocar assim um fenómeno de 
sombreamento. 
No caso dos ensaios III e IV é notório um abrandamento no crescimento das microalgas 
durante a segunda semana, coincidente com a acidificação do meio observada. Tendo em conta 
que a concentração de biomassa inicial foi semelhante nos dois casos, observa-se que o 
crescimento foi superior em IV apesar de este meio ter concentrações de nutrientes iniciais 
superiores (como será apontado mais adiante). A explicação para tal poderá residir nas 
temperaturas registadas no ensaio III que, como fora apontado no subcapítulo 3.2.1, foram 
menores do que a temperatura mínima de suportabilidade das microalgas (16 oC) em mais do 
que um ponto experimental. Nos ensaios V e VI, as concentrações iniciais de biomassa e de CID 
foram semelhantes e, por sua vez, as concentrações iniciais de nutrientes foram um pouco mais 
elevadas no segundo caso. 
Figura 5 - Evolução da concentração média de biomassa (X) nos meios com as razões N:P de 8, 
16 e 24, no meio sem adição de PO4
3- (“Inf.”) e no meio de controlo (“C.”) dos ensaios III, IV, 
V e VI. 
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Os crescimentos menos acelerados observados nas culturas do ensaio VI podem 
eventualmente explicar-se pela inibição por parte de alguma das substâncias presentes no 
lixiviado puro, ou então pela forma como a solução de carbonato foi adicionada: no ensaio V, 
a adição foi feita de forma única (cerca de 26 mg CID L-1 por amostra), e em VI, a adição foi 
feita de forma gradual (cerca de 10 mg L-1, sempre que o pH da cultura fosse menor que 7,5).  
A Tabela 5 apresenta os parâmetros de crescimento que permitiram uma comparação 
quantitativa entre alguns dos ensaios. Na última coluna estão representados os valores das 
taxas específicas de crescimento resultantes da adaptação dos pontos experimentais ao modelo 
exponencial da Equação 1, que descreve, por norma, o desenvolvimento microbiano num 
sistema do tipo batch. São também apresentados os valores dos desvios-padrão (σ) e erros 
padrão (δμ) aos diferentes parâmetros determinados. 
Ainda que os pontos de partida tenham sido diferentes, tanto em termos de biomassa 
como em termos de nutrientes, as concentrações máximas (Xmax) atingidas pelos ensaios IV e V 
foram semelhantes (em média, 1,6 g L-1). Todavia, observaram-se produtividades menores para 
o primeiro caso (onde não se adicionou CID). 
 
Tabela 5  - Parâmetros médios relacionados com a evolução da biomassa em peso seco nas 
culturas dos diferentes ensaios 
Ensaio 
N:P 
real 
Xi 
(g L-1) 
Xmax ± σ 
(g L-1) 
PX,max ± σ 
(g L-1 d-1) 
PX,med ± σ 
(g L-1 d-1) 
μ ± δμ 
(d-1) 
III 
12 0,943 1,36 ± 0,08 0,06 ± 0,02 0,045 ± 0,006 0,051 ± 0,003 
24 0,942 1,38 ± 0,09 0,06 ± 0,02 0,048 ± 0,007 0,047 ± 0,001 
36 0,948 1,28 ± 0,04 0,050 ± 0,002 0,036 ± 0,004 0,054 ± 0,002 
Inf. 0,945 1,16 ± 0,05 0,034 ± 0,003 0,020 ± 0,003 0,0314 ± 0,0009 
IV 
14 1,08 1,67 ± 0,05 0,097 ± 0,004 0,068 ± 0,006 0,075 ± 0,005 
27 1,08 1,71 ± 0,06 0,103 ± 0,008 0,07 ± 0,02 0,087 ± 0,006 
41 1,07 1,70 ± 0,05 0,12 ± 0,01 0,061 ± 0,004 0,011 ± 0,002 
7226 1,08 1,44 ± 0,08 0,066 ± 0,006 0,04 ± 0,01 0,069 ± 0,003 
V 
12 0,607 1,52 ± 0,05 0,1336 ± 0,0003 0,0988 ± 0,0004 0,13 ± 0,02 
23 0,606 1,71 ± 0,06 0,2 ± 0,2 0,11 ± 0,09 0,099 ± 0,005 
34 0,607 1,70 ± 0,05 0,16 ± 0,03 0,11 ± 0,02 0,109 ± 0,003 
454 0,608 1,44 ± 0,08 0,078 ± 0,009 0,057 ± 0,002 0,068 ± 0,002 
VI 11 0,701 0,970 ± 0,004 0,044 ± 0,002 0,034 ± 0,003 0,060 ± 0,007 
 
22 0,695 0,894 ± 0,07 0,0325 ± 0,0006 0,020 ± 0,006 0,028 ± 0,003 
32 0,704 1,04 ± 0,02 0,09 ± 0,05 0,049 ± 0,009 0,0724 ± 0,0007 
994 0,693 1,06 ± 0,01 0,085 ± 0,008 0,038 ± 0,002 0,085 ± 0,007 
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Dentro dos ensaios em que não foi adicionada uma fonte «extra» de carbono (com 
concentrações iniciais de biomassa não muito diferentes), foram observadas maiores 
produtividades e valores máximos de concentração naquele que dispunha de maiores 
concentrações iniciais de nutrientes e de CID: o ensaio IV. Comparando apenas os ensaios onde 
se adicionaram carbonatos, tanto as concentrações finais de biomassa, como as produtividades 
e as taxas específicas de crescimento foram superiores no ensaio V, apesar de as concentrações 
de nutrientes iniciais terem sido superiores no caso VI. Tal corrobora a observação feita 
anteriormente. 
As produtividades médias determinadas nos ensaios enquadram-se dentro da gama 
reportada para a C. vulgaris num meio sintético: 0,016 a 0,373 g L-1 d-1 (Griffiths, et al. 2014). 
No caso específico do ensaio V, para todas as culturas com adição de fosfato foi ultrapassado o 
valor máximo de uma gama reportada na literatura, que diz respeito à produtividade da mesma 
espécie numa água residual sintética: 0,077 a 0,106 g L-1 d-1 (Silva, et al. 2015). 
As taxas específicas de crescimento (0,028 – 0,13 d-1) foram baixas quando comparadas 
com os valores reportados na literatura para o crescimento em águas residuais, que se situam 
entre 0,11 e 1,37 d-1 (Sydney, et al. 2011, Abou-shanab, et al. 2012). Este é outro indício de 
que as condições em que o cultivo foi efetuado no presente trabalho são, de alguma forma, 
inibitórias para o crescimento exponencial de C.vulgaris. Apenas foram atingidos valores dentro 
da gama reportada nas culturas com N:P reais de 41 e 12, dos ensaios IV e V, respetivamente. 
Os dados da tabela permitem afirmar que a adição de KH2PO4 esteve associada a maiores 
produtividades em termos de biomassa e a taxas específicas mais elevadas, independentemente 
das composições iniciais do meio (com exceção para o ensaio VI). 
3.2.4 Remoção de nutrientes 
Nos seguintes subcapítulos são apresentadas e analisadas as evoluções das concentrações 
dos principais nutrientes (azoto, fósforo, enxofre e potássio) observadas nos diferentes ensaios. 
As evoluções registadas no ensaio II não foram objeto de discussão, devido à contaminação 
química da cultura referida anteriormente. As condições planeadas para esse ensaio (em termos 
de nutrientes) foram replicadas no ensaio III, visto que as culturas do ensaio II estiveram sujeitas 
a uma forte inibição por contaminação química devido a lavagem do material (consultar o Anexo 
B-4). 
3.2.4.1 Azoto 
As variações das concentrações das duas espécies de azoto inorgânico presentes no meio 
(NH4
+ e NO3
-), expressas em mg N · L-1, encontram-se representadas paralelamente nas figuras 
6 (para os ensaios I, V e VI) e 7 (III e IV). Os gráficos estão dispostos por ordem crescente de 
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concentração de azoto total no início dos ensaios, sendo que as concentrações iniciais das duas 
espécies se encontram discriminadas nos gráficos.  
Em termos de azoto inorgânico, seria à partida expectável que as microalgas assimilassem 
preferencialmente a forma NH4
+, dado que essa é a única espécie inorgânica cuja assimilação 
não envolve reações de oxidação-redução; esta tendência já foi reportada por várias vezes na 
literatura (Cai, et al. 2013, Maestrini, et al. 1986, Silva, et al. 2015). A comparação entre as 
variações registadas pelos meios que continham C.vulgaris e pelos meios de controlo permite 
aferir se ocorreu efetivamente consumo de azoto por parte das microalgas ou se o seu 
desaparecimento se deveu a algum fenómeno externo como a volatilização e stripping de 
amoníaco (NH3), que é promovido a valores de pH e temperatura elevados e com mecanismos 
de agitação por arejamento (Cai, et al. 2013). 
Da mesma forma que os estudos citados anteriormente, os resultados observados no 
presente estudo apontam no sentido da preferência da C.vulgaris pela espécie NH4
+. Para quase 
todos os ensaios, a concentração de NO3
- permaneceu quase inalterada face ao respetivo valor 
inicial (com remoções iguais ou inferiores a 10%). As exceções foram os ensaios I e III, onde 
mesmo assim as remoções percentuais máximas foram de apenas 27% e 15%, respetivamente. 
Não se observou qualquer fase de adaptação (sem consumo de NH4
+), tal como seria 
expectável para a espécie utilizada (Gonçalves, et al. 2016c). Por observação das figuras e por 
comparação de percentagens de remoção, pode inferir-se que existiu de facto uma fração do 
NH4
+ removido nas culturas, variável para cada ensaio, que não foi consumido pelas microalgas. 
Isto poderá ser explicado pela hipótese levantada anteriormente (a volatilização de NH3), pela 
contaminação do lixiviado armazenado com microrganismos desconhecidos utilizados no 
laboratório (capazes de consumir NH4
+), por uma eventual contaminação do frasco de controlo 
com C.vulgaris, por fenómenos químicos desconhecidos ou por uma interferência resultante 
das sucessivas adições de água destilada correspondentes aos volumes de líquido perdido por 
evaporação. A diminuição na concentração de NH4
+ atingiu, no meio de controlo do ensaio I, 
cerca de metade (7 mg L-1 para o tempo total de ensaio) da diminuição registada para os meios 
com microalga. Já nos ensaios V e VI (com meios mais alcalinos e temperaturas médias 
superiores), a diminuição média no controlo foi de 15 mg L-1, mostrando que a hipótese da 
volatilização é coerente (visto que esta é potenciada em meios com pH e temperaturas 
elevados). Contudo, para além das diminuições nas concentrações de NH4
+ nos frascos de 
controlo, observaram-se diminuições nas concentrações de NO3
- (e de outros nutrientes, como 
será apresentado mais à frente). Este aspeto, apesar de não ser suficiente para refutar a 
hipótese da volatilização de amoníaco, poderá corroborar uma (ou mais do que uma) das outras 
hipóteses levantadas. 
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Figura 6 - Evolução das concentrações médias das espécies inorgânicas de azoto nos meios 
com as razões N:P de 8, 16 e 24, no meio sem adição de PO4
3- (“Inf.”) e no meio de controlo 
(“C.”) dos ensaios I, V e VI. 
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A Tabela 6 apresenta, pela mesma ordem que a dos gráficos, os principais parâmetros 
comparativos que foram determinados com base nos pontos experimentais registados, em 
particular as eficiências e taxas de remoção (ER e TR) e a taxas cinéticas de remoção (k). Estas 
últimas foram determinadas sob o pressuposto de que a cinética de remoção de NH4
+ se adapta 
a modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem. Note-se que o recurso a tais modelos apenas 
foi feito para o NH4
+, dado que as remoções de NO3
- observadas não foram na grande maioria 
dos casos significativas para que os conjuntos de pontos se adaptassem a um modelo deste 
género. Dos conjuntos de pontos experimentais implicados, foram removidos os pontos atípicos 
e não foram tidos em conta os intervalos (no início ou no fim do tempo de ensaio) onde não se 
observaram remoções significativas do ião. Determinaram-se ainda os erros padrão (δk) 
associados às taxas calculadas. 
Os erros padrão associados às taxas cinéticas foram relativamente elevados, nalguns dos 
casos, demonstrando que omodelo cinético testado não descreveu a evolução registada em 
todos os conjuntos de pontos experimentais. No entanto, a adaptação a esse tipo de modelo 
Figura 7 - Evolução das concentrações médias das espécies inorgânicas de azoto nos meios 
com as razões N:P de 8, 16 e 24, no meio sem adição de PO4
3- (“Inf.”) e no meio de controlo 
(“C.”) dos ensaios III e IV. 
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permitiu retirar algumas conclusões, por comparação das taxas cinéticas k com valores 
reportados na literatura. Para o cultivo da espécie C.vulgaris numa água residual sintética, 
Silva et al. (2015) reportaram taxas de 0,19 a 3,86 d-1. Os valores determinados no presente 
estudo sob as condições enunciadas anteriormente (0,034-0,7 d-1) situaram-se abaixo do valor 
inferior dessa gama, com exceção para o ensaio I, que apresentava a concentração inicial de 
NH4
+ mais baixa. Este é outro indício de que o modelo utilizado não descreve o consumo 
observado na maioria dos casos. Com base nos valores observados, pode estabelecer-se que as 
taxas cinéticas mais elevadas foram obtidas para as culturas com as menores concentrações 
iniciais de azoto. 
 
Tabela 6  - Parâmetros referentes à remoção de azoto inorgânico nos meios testados 
Ensaio N:P real 
N-NH4
+ N-NO3
- N-total 
k ± δk (d-1) ER ER TR (mg L-1 d-1) 
I 
13 0,51 ± 0,08 100% 22% 4,4 
25 0,7 ± 0,2 100% 27% 5,1 
38 0,7 ± 0,2 100% 25% 4,8 
Inf. 0,41 ± 0,06 100% 21% 4,3 
Controlo (I) 49% 17% 2,9 
V 
12 0,135 ± 0,005 77% (-5%) 4,1 
23 0,120 ± 0,003 73% 1% 4,7 
34 0,128 ± 0,006 75% (-4%) 4,2 
454 0,034 ± 0,007 22% (-1%) 1,2 
Controlo (V) 21% 0% 1,3 
VI 
11 0,091 ± 0,007 63% 6% 5,0 
22 0,080 ± 0,002 57% 9% 5,0 
32 0,090 ± 0,006 64% 7% 5,1 
994 0,040 ± 0,002 36% 10% 3,7 
Controlo (VI) 20% 7% 2,2 
III 
12 0,070 ± 0,007 47% 15% 5,9 
24 0,073 ± 0,004 47% 12% 5,4 
36 0,060 ± 0,004 41% 13% 5,1 
Inf. 0,037 ± 0,005 28% 11% 3,9 
Controlo (III) 0% 11% 1,9 
IV 
14 0,069 ± 0,005 41% 11% 5,9 
27 0,070 ± 0,007 41% 7% 5,1 
41 0,069 ± 0,009 39% 6% 4,7 
7226 0,05 ± 0,02 26% 6% 3,4 
Controlo (IV) 20% 13% 4,0 
 
Cultura de microalgas para remoção de azoto de lixiviados de aterro 
Avaliação da produção de biomassa e remoção de nutrientes num lixiviado 38 
Por outro lado, as taxas de remoção de azoto observadas (1,2 a 5,9 mg L-1 d-1) situam-se 
dentro das gamas reportadas em diversos estudos onde se utilizou a C.vulgaris (consultar o 
Anexo A-1), mesmo descontando os valores de TR observados nos respetivos frascos de controlo. 
Contudo, mesmo na situação em que se atingiram as concentrações mais baixas de N-total (nas 
culturas com N:P real de 25 do ensaio I), a remoção de azoto não foi suficiente para garantir a 
possibilidade da descarga do lixiviado tratado em cumprimento da legislação (no que toca ao 
azoto total). Recorde-se que, conforme fora apresentado na Tabela 1, o respetivo VLE é de 15 
mg L-1, uma ordem de grandeza superior ao valor mínimo obtido na cultura ao fim dos onze dias 
de ensaio (105 mg L-1). Comparando as TR determinadas para os meios nos quais se adicionou 
fósforo com as dos meios de N:P «infinita», conclui-se que a adição deste nutriente esteve 
associada a maiores taxas de remoção de azoto, para além das maiores produtividades em 
termos de biomassa já observadas, nomeadamente para as razões N:P reais entre 11 e 27. 
Revelou-se, até este ponto da discussão, uma adição positiva. 
As eficiências de remoção de NO3
- negativas observadas nas culturas do ensaio V sugerem 
que poderá ter ocorrido a oxidação de pequenas quantidades de NH4
+ ou que as diluições para 
análise de iões poderão ter sido feitas de forma errada para alguns dos pontos experimentais 
(o que apenas poderá ser refutado pela análise das ER dos outros iões). 
Por fim, a determinação dos rendimentos específicos de biomassa para o azoto inorgânico 
(YX|N) permitiu a recolha de mais elementos comparativos. Na Tabela 7 estão dispostos os 
diferentes valores determinados para cada um dos ensaios que contêm registo da concentração 
de biomassa. No mesmo estudo citado anteriormente (Silva, et al. 2015), obtiveram-se 
rendimentos na gama de 13,5 a 75,2 gb gN
-1. Como é possível observar, em todas as culturas 
(exceto nas do ensaio V), o rendimento específico foi inferior aos valores registados na fonte 
consultada.  
 
Tabela 7 – Rendimentos específicos de biomassa em termos de azoto dos diferentes ensaios 
Ensaio N:P real YX|N (gb gN
-1) Ensaio N:P real YX|N (gb gN
-1) 
III (*) 
12 7,5 
V 
12 24             
24 8,9 23 23 
36 6,9 34 27 
Inf. 5,2 454 46 
IV 
14 12 
VI 
11 6,8 
27 13 22 4,1 
41 13 32 9,5 
7226 11 994 10 
(*) Os rendimentos específicos deste ensaio foram determinados tendo por base as produtividades 
em termos de biomassa até ao dia 9. 
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O ensaio onde os rendimentos se enquadraram na gama do estudo considerado foi o 
mesmo em que se adicionou uma quantidade significativa de CID, provando assim que este 
parâmetro foi forma limitativo ao consumo de N. 
 
3.2.4.2 Fósforo 
Em termos de fósforo inorgânico, as evoluções das concentrações de PO4
3- nos meios que 
o continham foram acompanhadas e registadas sobre a forma de gráficos (observáveis na Figura 
8). Os conjuntos de pontos permitiram aferir parâmetros semelhantes aos utilizados como 
termos de comparação na análise anterior (referente ao azoto), que se encontram na Tabela 
8. A hipótese de as cinéticas de remoção serem descritas por modelos de pseudo-primeira 
ordem foi também averiguada, de uma forma similar à análise das concentrações de azoto. A 
adaptação aos modelos pressupôs, nalguns casos, o descrédito de pontos atípicos. 
No conjunto das taxas de remoção calculadas, apenas a de uma das culturas (0,30 mg L-1 
d-1, na cultura com N:P real de 14, do ensaio IV) se enquadra dentro da gama de resultados 
obtidos nos estudos similares consultados, que vai de 0,07 a 0,52 mg L-1 d-1 (Abou-shanab, et 
al. 2012, Singh e Thomas 2012); a referida cultura corresponde à que tinha a maior 
concentração inicial e na qual foi registado o menor valor de eficiência de remoção (6%). O 
desenquadramento dos restantes valores (0,61 – 1,7 mg L-1 d-1) dos valores de referência poderá 
ser indicativo de que nem todo o consumo de fósforo observado é devido em exclusividade à 
assimilação por parte da C.vulgaris (poderá estar a ocorrer também a precipitação de 
compostos fosfatados) ou então que ocorreu um fenómeno de assimilação extraordinária 
(conhecido como luxury uptake), reportado por várias vezes na literatura (Powell, et al. 2008, 
Silva, et al. 2015, Gonçalves, et al. 2016c). A primeira hipótese apenas poderia ser refutada 
caso se dispusesse da evolução da concentração de fósforo num frasco de controlo; todavia, 
dado que não existiam quantidades de fósforo suficientes na composição dos frascos de 
controlo, não foi possível averiguar a hipótese de precipitação química. A segunda hipótese 
pode ser eventualmente corroborada tendo por base a comparação dos valores de produtividade 
de biomassa em termos de fósforo registados com os valores de referência da literatura. 
As taxas cinéticas associadas aos modelos dos ensaios III a VI foram baixas (0,028 – 0,11 
d-1) quando comparadas com o intervalo de referência para espécies do mesmo género, 0,17-
0,32 d-1, observado por Wang et. al (2014), apontando no sentido da existência de um ou mais 
parâmetros inibitórios. No caso do ensaio I, as taxas obtidas (0,16-0,69 d-1) enquadram-se 
dentro do intervalo de referência, ultrapassando-a no caso da cultura com a razão N:P mais 
elevada. 
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Figura 8 - Evolução das concentrações médias de fósforo sob a forma de fosfato nos meios 
com as razões N:P de 8, 16 e 24 dos diferentes ensaios. 
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No que toca à produtividade de biomassa em termos de fósforo, os valores obtidos situam-
se entre 20 e 23 101 gb gP
-1. Apenas um dos valores obtidos (15 101 gb gP
-1) se enquadra dentro 
dos valores de referência (130 – 150) apontados para o cultivo numa água residual sintética 
(Silva, et al. 2015). Ao valor da cultura de menor ER e TR correspondeu o valor mais elevado 
de YX|P registado, que foi ao mesmo tempo o único acima da gama de referência (23  10
1 gb gP
-
1); este valor corresponde a uma produção de biomassa anormalmente excessiva face ao 
consumo de fósforo de referência, por razões desconhecidas. Os restantes valores, por se 
situarem abaixo da gama e por corresponderem a menores produções de biomassa para o mesmo 
consumo de fósforo de referência, podem ter sido indiciadores da ocorrência do fenómeno de 
luxury uptake ou de uma eventual remoção de fosfato por outra forma que não a assimilação 
por parte das microalgas. Uma eventual precipitação de espécies fosfatadas (como o fosfato de 
cálcio) poderia explicar os valores dos ensaios V e VI, dado que a ocorrência de tal fenómeno é 
comum a valores de pH superiores a 8 (Gonçalves, et al. 2016c); contudo, os resultados obtidos 
são inconclusivos e não permitem provar ou desprovar essa suposição. 
 
Tabela 8 - Parâmetros referentes à remoção de fósforo nos meios testados 
Ensaio N:P real k ± δk (d-1) ER TR (mg L-1 d-1) YX|P (gb gP
-1) 
I 
13 0,16 ± 0,08 54% 1,4 - 
25 0,20 ± 0,03 92% 1,2 - 
38 0,6 ± 0,2 100% 0,87 - 
V 
12 0,089 ± 0,006 38% 1,3 74 
23 0,093 ± 0,007 65% 1,2 95 
34 0,09 ± 0,02 63% 0,77 15101 
VI 
11 0,045 ± 0,005 41% 1,7 20 
22 0,11 ± 0,02 48% 1,0 20 
32 0,043 ± 0,008 54% 0,76 64 
III (*) 
12 0,070 ± 0,007 24% 1,1 41 
24 0,052 ± 0,004 44% 1,0 49 
36 0,092 ± 0,006 64% 1,0 37 
IV 
14 (**) 6% 0,30 23101 
27 0,028 ± 0,003 26% 0,61 11101 
41 0,056 ± 0,005 46% 0,73 83 
(*) Os rendimentos específicos deste ensaio foram determinados tendo por base as produtividades 
em termos de biomassa até ao dia 9. 
(**) Dada a baixa eficiência de remoção desta cultura, optou-se por não testar a adequabilidade do 
modelo cinético. 
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O facto de a remoção de fósforo não ter sido suficiente ao ponto de as concentrações 
finais de quase todas as culturas se situarem acima dos VLE definidos a nível nacional (no caso 
mais favorável, 10 mg L-1) leva a crer que a adição de KH2PO4 acabou por poluir o lixiviado, 
apesar de potenciar a remoção de azoto e a produção de biomassa. Tendo em conta os VLE 
definidos (Tabela 1), uma eventual implementação da ficorremediação como etapa 
complementar do sistema de tratamento existente estaria limitada à remoção total (ou quase 
total) do fósforo adicionado; assim, uma solução possível para a colmatação deste problema 
seria um prolongamento do tempo total de ensaio, por forma a permitir a assimilação total do 
fósforo adicionando, potenciando na mesma a produção de biomassa e a remoção de azoto.  
 
3.2.4.3 Enxofre 
No que toca ao enxofre, a espécie iónica cuja evolução de concentrações foi 
acompanhada foi o ião SO4
2-, que encontra aplicação nalguns aminoácidos essenciais às 
microalgas (Giordano e Prioretti 2016). Na legislação nacional (DL 236/98) está preconizado um 
valor-limite de emissão de 2000 mg SO4
2- L-1 na descarga de águas residuais, que se traduz em 
aproximadamente 667,7 mg S L-1. Este valor era à partida respeitado em três dos seis ensaios, 
conforme se apresentou anteriormente na Tabela 3, sendo as exceções os ensaios II, III e IV. 
Colocando de parte o ensaio II onde ocorreu uma contaminação, as concentrações registadas 
no final dos ensaios III e IV foram em todos os casos superiores ao VLE, provando que, em termos 
de sulfatos, a solução proposta não foi suficientemente eficiente na remediação desses meios. 
Por observação dos gráficos da Figura 9, é possível aferir que as tendências de variação 
da concentração de SO4
2- nos meios com C.vulgaris foram geralmente coincidentes com as 
tendências de variação observadas nos frascos de controlo, o que é indicativo de uma 
desprezável assimilação deste ião por parte da microalga. Uma análise da Tabela 9 permite 
confirmar essa presunção, mas apenas para os ensaios III e IV, que continham as maiores 
concentrações iniciais e nos quais se crê que a variação de pH afetou mais significativamente 
as microalgas. Nos frascos de controlo dos ensaios I e V, ocorreu em média o dobro da 
diminuição registada nos frascos inoculados. No controlo de VI, a redução de concentração 
correspondeu a cerca de metade da registada em média nos frascos inoculados. Dado que as 
eficiências de remoção foram sempre iguais ou menores do que 15%, é difícil encontrar uma 
explicação plausível para o que se observou. Uma hipótese que poderá justificar as 
discrepâncias é o método de reposição dos volumes de líquido perdidos por evaporação. 
Tendo por base o aspeto das curvas, as fracas eficiências de remoção (que no máximo 
atingiram 15%) e a associação às variações nos frascos de controlo, optou-se por não se 
ajustarem os conjuntos de pontos experimentais ao modelo cinético de pseudo-primeira ordem 
que inicialmente se julgaria adequado para a descrição da remoção de sulfato pelas microalgas. 
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No estudo de cultivo em águas residuais sintéticas já citado anteriormente (Silva, et al. 2015), 
as TR observadas para a C.vulgaris situam-se entre 0,275 e 0,543 mg L-1 d-1, bastante abaixo da 
gama de valores determinados no presente estudo (1,1 a 11 mg L-1 d-1). Também se verificaram, 
por comparação com o estudo, discrepâncias significativas nos rendimentos específicos YX|S. A 
gama obtida (2,8 a 11 gb gS
-1) contrastou com a gama do estudo de referência (342,7 a 397,1 gb 
gS
-1), sendo indicativa de um consumo exacerbado de sulfato, face ao consumo reportado pelos 
autores do estudo. A explicação para tal disparidade pode residir na concentração inicial de 
substrato (SO4
2-) de que dispunham as microalgas nos dois diferentes estudos, ou então na 
hipótese anteriormente levantada (a interferência do método de controlo da evaporação). 
 
Tabela 9 - Parâmetros referentes à remoção de enxofre nos meios testados 
Ensaio N:P real ER TR (mg L-1 d-1) YX|S (gb gS
-1) 
I 
13 7% 2,5 - 
25 12% 4,3 - 
38 11% 3,9 - 
Inf. 10% 3,5 - 
Controlo (I) 23% 8,2 - 
V 
12 0% (-0,2) 
(*) 
23 4% 1,9 
34 0% (-0,2) 
454 2% 1,1 
Controlo (V) 4% 1,8 - 
VI 
11 11% 6,0 5,7 
22 11% 6,4 3,2 
32 8% 4,4 11 
994 10% 5,6 6,8 
Controlo (VI) 5% 2,6 - 
III (**) 
12 15% 10 4,3 
24 11% 7,6 6,3 
36 13% 8,8 4,0 
Inf. 11% 7,3 2,8 
Controlo (III) 10% 6,5 - 
IV 
14 13% 11 6,4 
27 8% 6,9 9,9 
41 7% 5,7 11 
7226 7% 5,9 6,7 
Controlo (IV) 13% 10 - 
(*) O facto de as remoções serem baixas (ou nulas) inviabiliza o cálculo do rendimento específico. 
(**) Os rendimentos específicos deste ensaio foram determinados tendo por base as produtividades em 
termos de biomassa até ao dia 9. 
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As variações da concentração de S-SO4
2- registadas não permitiram aferir se esta espécie 
estava presente em concentrações demasiado elevadas ao ponto de se revelarem inibitórias 
para a C.vulgaris. Dado que a informação disponível na literatura sobre a assimilação de enxofre 
por parte das microalgas está limitada a muito poucas espécies (Giordano e Raven 2014), torna-
se difícil encontrar pontos de comparação e, com isso, a interpretação de resultados torna-se 
limitada.  
 
Figura 9 - Evolução das concentrações médias de enxofre sob a forma de sulfato nos meios 
com as razões N:P de 8, 16 e 24, no meio sem adição de PO4
3- (“Inf.”) e no meio de controlo 
(“C.”) dos diferentes ensaios. 
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3.2.4.4 Potássio 
A última espécie iónica cujas evoluções de concentração foram monitorizadas foi o ião 
K+. Este é um ião crucial para as microalgas nos seus processos de regulação osmótica e na 
síntese de proteínas, e para além disso funciona como co-fator de várias enzimas (Iyer, et al. 
2015), como já havia sido apontado no capítulo 1. Da mesma forma que para o sulfato, a 
evolução das concentrações para os diversos instantes de tempo não se demonstrou modelável 
pela cinética de pseudo-primeira ordem. 
Tabela 10 - Parâmetros referentes à remoção de potássio nos meios testados 
Ensaio N:P real ER TR (mg L-1 d-1) YX|K (gb gK
-1) 
I 
13 2% 0,63 - 
25 10% 4,1 - 
38 11% 4,3 - 
Inf. 12% 4,6 - 
Controlo (I) 13% 5,1 - 
V 
12 (-6%) (-2,7) 
(*) 
23 (-3%) (-1,1) 
34 (-7%) (-3,0) 
454 (-5%) (-1,9) 
Controlo (V) (-4%) (-1,3) - 
VI 
11 10% 4,9 0,46 
22 10% 4,7 1,2 
32 7% 3,3 2,5 
994 9% 4,0 0,39 
Controlo (VI) 6% 2,4 - 
III (**) 
12 12% 7,4 0,76 
24 10% 5,4 1,1 
36 11% 6,1 0,57 
Inf. 9% 4,6 0,65 
Controlo (III) 7% 3,5 - 
IV 
14 9% 6,1 0,94 
27 6% 4,3 3,5 
41 5% 3,1 1,0 
7226 5% 3,3 2,7 
Controlo (IV) 11% 6,4 - 
(*) O facto de as remoções serem baixas (ou nulas) inviabiliza o cálculo do rendimento específico. 
(**) Os rendimentos específicos deste ensaio foram determinados tendo por base as produtividades em 
termos de biomassa até ao dia 9. 
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As variações na concentração de potássio foram relativamente baixas e, à semelhança do 
que foi observado na assimilação de sulfato, as diferenças entre as variações das culturas 
inoculadas e as variações nos frascos de controlo não foram significativas. Nos ensaios III, IV e 
VI, observou-se uma ligeira maior remoção de potássio nas culturas onde o KH2PO4 foi 
adicionado. A falta de valores de referência na literatura não permite o enquadramento dos 
parâmetros determinados no comportamento típico da C.vulgaris em meios semelhantes. 
  
Figura 10 - Evolução das concentrações médias do ião potássio nos meios com as razões N:P 
de 8, 16 e 24, no meio sem adição de PO4
3- (“Inf.”) e no meio de controlo (“C.”) dos 
diferentes ensaios. 
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Da mesma forma que para as concentrações de sulfato, os dados recolhidos e os 
parâmetros determinados não permitem retirar conclusões sobre uma hipotética inibição das 
microalgas por concentrações demasiado elevadas de potássio. 
3.2.5 Aspeto visual das culturas 
Por fim, um parâmetro qualitativo que permitiu acompanhar o crescimento das 
microalgas nos diferentes ensaios, a par da evolução da concentração de biomassa, foi o seu 
aspeto visual, que foi registado fotograficamente para todas as culturas, com uma frequência 
diária. Como aspeto complementar dos resultados, as fotografias relativas ao primeiro e último 
dia de cada um dos ensaios são apresentadas no Anexo B-5. 
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4 Conclusões 
O tratamento dos dados recolhidos referentes à produção de biomassa e ao consumo de 
nutrientes por parte da Chlorella vulgaris no meio de cultivo parcialmente composto por um 
lixiviado de aterro sanitário permitiu a recolha de algumas conclusões relativas à influência de 
diversos parâmetros e à adequabilidade do tratamento do lixiviado por parte desta espécie. 
Para as culturas com baixa concentração inicial de CID, observou-se um decréscimo no 
pH, um desequilíbrio no sistema de carbonatos no sentido da formação de CO2, uma remoção 
desta espécie por stripping (da corrente gasosa injetada) e um consequente esgotamento de 
CID, limitativo para a produção de biomassa e para a capacidade de remoção de nutrientes. 
Como tentativa de resolução deste problema, as microalgas foram cultivadas em meios 
aditivados de carbono inorgânico com pH controlado entre 8 e 11, o que se revelou uma solução 
positiva. 
Os valores de produtividade de biomassa determinados (0,020-0,11 g L-1 d-1) enquadram-
se dentro das gamas reportadas na literatura, para todas as culturas testadas. Contudo, as taxas 
específicas de crescimento (0,024-0,11 d-1) foram relativamente baixas quando comparadas 
com valores de referência, indiciando que o crescimento foi de certa forma inibido nas 
condições de cultivo. A comparação entre diferentes meios permitiu aferir que as 
produtividades de biomassa foram positivamente afetadas pela adição de CID e PO4
3-. 
De uma forma semelhante, a adição de CID e de PO4
3- provou-se benéfica para a remoção 
de azoto, apesar de os valores de concentração de azoto e fósforo no final dos ensaios não 
terem sido suficientes para permitir uma hipotética descarga legal do lixiviado. Observou-se a 
assimilação preferencial de NH4
+ em detrimento de NO3
- e as taxas de remoção de azoto 
observadas (1,2-5,9 mg L-1 d-1) são da mesma ordem de grandeza dos valores de referência 
determinados em estudos similares. As remoções do fósforo adicionado tiveram a si associadas 
taxas variáveis entre 0,30 e 1,7 mg L-1 d-1, que poderão ser indicativas de um fenómeno de 
assimilação extraordinária (luxury uptake) ou, nos casos em que o pH era suficientemente 
elevado, de precipitação química de espécies fosfatadas. Dentro das remoções de nutrientes 
observadas, apenas as de N-NH4
+ e P-PO4
3- se adaptaram a modelos cinéticos de pseudo-primeira 
ordem, ainda que as taxas específicas de remoção tenham sido desajustadas dos valores da 
literatura. As taxas de remoção dos iões SO4
- e o K+ foram razoáveis, tendo em conta que as 
respetivas concentrações iniciais eram elevadas; situaram-se nas gamas 1,1-11 e 0,63-7,4 mg 
L-1 d-1, respetivamente.Apesar das remoções razoáveis de nutrientes, os resultados obtidos para 
as diversas condições testadas foram desfavoráveis à hipótese da introdução de uma etapa de 
ficorremediação com C.vulgaris como etapa complementar ao sistema de pré-tratamento. 
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5 Avaliação do trabalho realizado 
5.1 Sugestões e limitações para trabalhos futuros 
Dado que a metodologia utilizada no presente trabalho produziu alguns resultados 
inconclusivos, e tendo em conta que a ficorremediação de lixiviados é ainda um tema muito 
recente no âmbito das tecnologias de tratamento de águas residuais, sugere-se a execução de 
novos estudos onde se averigue a capacidade de remediação de lixiviados de origens e 
composições diferentes, com recurso a diferentes espécies de microalgas ou, quiçá, consórcios 
de microrganismos cujas vias metabólicas se complementem. Com base nos resultados obtidos, 
sugere-se aos autores de trabalhos futuros que averiguem a priori a composição química e 
microbiológica exata dos meios de cultivo que utilizem e que tentem identificar os principais 
aspetos potencialmente limitantes do crescimento das microalgas antes do início dos ensaios. 
A concentração inicial de biomassa deverá ser a mesma em todos os ensaios e deverá optar-se 
por uma metodologia de determinação da concentração de biomassa flexível e que produza 
resultados quase instantâneos. Caso o mecanismo de mistura das culturas escolhido seja o 
arejamento, sugere-se a utilização de uma solução-tampão no meio ou da injeção de uma 
corrente gasosa rica em dióxido de carbono, de forma a evitar o esgotamento de CID. Para 
todos os casos, sugere-se a disposição de um meio de controlo com composição semelhante aos 
meios de cultivo, por forma a averiguar se existem fenómenos de remoção de nutrientes 
externos à assimilação por parte das microalgas. Conhecidas as condições ótimas de cultivo, 
sugere-se que se façam ensaios com recolha de biomassa em regime semi-contínuo, de forma 
a evitar o sombreamento das células e para maximizar a remoção de nutrientes. 
5.2 Cumprimento dos objetivos traçados 
O principal objetivo inicialmente proposto (a avaliação da produção de biomassa e da 
remoção de nutrientes) foi cumprido, ainda que se tenham encontrado algumas dificuldades na 
manutenção de uma metodologia uniforme ao longo do trabalho. Os principais parâmetros 
relacionados com a produção de biomassa foram determinados e comparados com valores 
reportados na literatura. Ao mesmo tempo foi possível a determinação de parâmetros 
comparáveis com valores de referência, para a evolução das concentrações dos nutrientes, 
nomeadamente as taxas de remoção. 
A imprevisibilidade das condições de cultivo, decorrente da metodologia utilizada e talvez 
fruto da inexperiência, levou a resultados desfavoráveis sob o ponto de vista da hipótese 
testada. Contudo, foram identificados alguns erros que permitem, conforme apresentado 
anteriormente, prever limitações e problemas de trabalhos futuros. Desta forma, foi feito um 
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contributo científico positivo, ainda que não tenha sido possível propor uma solução de 
tratamento terciário do lixiviado estudado baseada no crescimento de microalgas. 
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Anexo A-1. Estudos de cultivo de C. vulgaris 
Tabela 11 – Resultados de diferentes estudos de cultivo de C.vulgaris em batch 
Meio de cultivo 
[volume] 
Condições físicas 
Concentrações 
iniciais (mg/L) 
TR (mg L-1 d-1) 
[dias de ensaio] 
PX (g L
-1 d-1) Referência 
Água residual urbana 
[2,5 L] 
Intensidade luminosa - 
135 μmol/m2/s 
Temperatura - 25 oC 
Fotoperíodo - (*) 
[NH4-N] = 32,5       9,78     [2] (*) 
(Ruiz-Marin, et al. 
2010) 
Água residual 
doméstica 
[5 L] 
Intensidade luminosa - 
56 μmol/m2/s 
Temperatura - 24 oC 
Fotoperíodo - 12:12 h 
[NO3-N] = 50,0-80,0 
[NO2-N] = 18,0-25,0 
[NH4-N] = 0,7-1,4 
[PO4-P] = 10,0-20,0 
0,76-1,52   [23] 
0,59-0,81   [23] 
0,02-0,03   [23] 
0,26-0,52   [23] 
(*) 
(Singh e Thomas 
2012) 
Água residual pré-
tratada 
[1,3 L] 
Intensidade luminosa - 
49 μmol/m2/s 
Temperatura - 25 oC 
Fotoperíodo - 12:12 h 
[NO3-N] = 0,2 
[PO4-P] = 2,0 
0,01     [14] 
0,14     [14] 
0,05 (Sydney, et al. 2011) 
Água residual 
municipal pré-tratada, 
filtrada e esterilizada 
[200 mL] 
Intensidade luminosa - 
45-50 μmol/m2/s 
Temperatura - 27 oC 
Fotoperíodo - 16:8 h 
[N] = 8,7 
[P] = 1,71 
      2,2       [4] 
      0,42     [4] 
0,04 (Ji, et al. 2013) 
Água residual de uma 
indústria pecuária, 
filtrada e esterilizada 
[250 mL] 
Intensidade luminosa - 
40 μmol/m2/s 
Temperatura - 27 oC 
Fotoperíodo - 24:0 h 
[N] = 53 
[P] = 7,1 
1,3      [20] 
0,07     [20] 
(*) 
(Abou-shanab, et al. 
2012) 
(*) Dado indisponível. 
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Anexo A-2. Retas de Calibração (biomassa) 
Para cada ensaio foi elaborada uma reta de calibração, tendo por base pares de pontos 
(de biomassa em peso seco & de densidade ótica a 440 nm) obtidos a partir das oito culturas. 
Ao longo da primeira semana de ensaio (dias 0 a 5), em simultâneo com as medições de DO, 
foram transferidos para cadinhos próprios (de tara conhecida, mtara) oito volumes de 40 mL de 
todas as oito culturas. Por forma a garantir uma gama ampla de pontos, após as medições e 
amostragens do último dia de ensaio, também foram transferidos para cadinhos volumes iguais 
de algumas das culturas. 
Os cadinhos que continham as amostras de 40 mL foram secados a 105 oC durante 
aproximadamente 24 horas, foram transferidos para um exsicador (onde permaneceram cerca 
de 1 hora) e as suas massas foram registadas (m1). De seguida, foram colocados numa mufla a 
550 oC durante 2 horas, foram arrefecidos lentamente e retirados para um exsicador (por mais 
1 hora), e voltaram a ser pesados (m2). 
A diferença entre a tara e a massa m1 equivale aos sólidos suspensos totais presentes na 
amostra. Já a diferença entre as duas últimas massas registadas (m1-m2) equivale à massa de 
sólidos suspensos voláteis presentes nos 40 mL de amostra. A concentração de biomassa em 
peso seco foi calculada pelo quociente entre m1-m2 e o volume de amostra retirado. 
As equações das retas, bem como as suas especificidades, encontram-se resumidas na 
Tabela 12. 
 
Tabela 12 - Retas de calibração obtidas e utilizadas nos diferentes ensaios 
Ensaio Equação da reta DO min ; DO max Coef. de Correlação, R 
III X (mg/L) = 593  DO + 687 0,435 ; 1,755 0,995 
IV X (mg/L) = 744  DO + 897 0,250 ; 1,312 0,998 
V X (mg/L) = 864  DO + 473 0,154 ; 2,672 0,994 
VI X (mg/L) = 684  DO + 548 0,211 ; 1,155 0,994 
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Anexo A-3. Retas de Calibração (iões) 
As equações das retas de calibração utilizadas para converter o sinal lido nos 
equipamentos de cromatografia iónica em valores de concentração das espécies iónicas estão 
representadas nas Tabelas 13 e 14, a par das respetivas especificidades. Os dados apresentados 
no software de apoio Chromeleon foram transpostos individualmente para uma folha de cálculo 
do Microsoft Excel e, através de um algoritmo seletivo simples, foi possível agilizar o processo 
de cálculo das concentrações para as mais de cinco centenas de amostras analisadas. Nas 
tabelas, y corresponde à concentração da espécie iónica (em mg/L) e x corresponde à área de 
pico detetada (expressa em μS·min). 
 
Tabela 13 – Retas de calibração para o cálculo das concentrações de aniões 
Anião Gama Equação da reta ymin ; ymax R
2 
SO4
2- 
Baixa y = 11,655  x + 0,0165 0,0019 ; 0,0874 0,9982 
Alta y = 7,7876  x + 0,8828 0,0874 ; 6,3465 0,9998 
NO3
- 
Baixa y = 12,985  x – 0,0812 0,0100 ; 0,0829 0,9995 
Alta y = 9,4865  x + 0,8597 0,0829 ; 5,2443 0,9993 
PO4
3 
Baixa y = 39,194  x + 0,1058 0,0027 ; 0,0223 0,9965 
Alta y = 19,054  x + 1,9477 0,0223 ; 2,5864 0,9961 
 
Tabela 14 - Retas de calibração para o cálculo das concentrações de catiões 
Catião Gama Equação da reta ymin ; ymax R
2 
NH4
+ 
Baixa y = 0,5059  x2 + 0,2647  x – 0,0012 0,0109 ; 0,8580 0,9985 
Alta y = 0,1652  x2 + 0,7974  x – 0,2260 0,8580 ; 3,7085 0,9997 
K+ 
Baixa y = 0,7844  x – 0,1020 0,1398 ; 2,6731 0,9999 
Alta y = 0,7994  x – 0,4795 2,6731 ; 62,0755 0,999 
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Anexo A-4. Equipamentos de medição e de análise 
utilizados 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11 - Medidor de pH 
e temperatura usado. 
Figura 12 – Espetrofotómetro utilizado. 
Figura 14 - Equipamento para 
quantificação de aniões utilizado. 
Figura 13 - Equipamento para 
quantificação de catiões utilizado. 
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Figura 15 – Analisador de TC e IC utilizado. 
Figura 16 – Medidor da intensidade de iluminação utilizado. 
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Anexo A-5. Rácios de nutrientes 
Tabela 15 – Rácios molares de carbono, azoto e fósforo em cada ensaio 
 N:P teórico N:P real C:N real C:P real 
I 
8 13 0,17 2,2 
16 25 0,17 4,3 
24 38 0,17 6,5 
Inf. Inf. 0,17 Inf. 
II 
8 13 0,037 0,48 
16 26 0,037 0,95 
24 39 0,037 1,4 
Inf. Inf. 0,036 Inf. 
III 
8 12 0,050 0,60 
16 24 0,050 1,2 
24 36 0,049 1,8 
Inf. Inf. 0,049 Inf. 
IV 
8 14 0,051 0,69 
16 27 0,051 1,4 
24 41 0,051 2,0 
Inf. 7226 0,050 363,2 
V 
8 12 0,050 0,60 
16 23 0,050 1,2 
24 34 0,050 1,7 
Inf. 454 0,050 22,5 
VI 
8 11 0,044 0,48 
16 22 0,044 0,94 
24 32 0,044 1,4 
Inf. 994 0,044 43,4 
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Anexo B-1. Evolução da temperatura 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17 – Evolução da temperatura observada nos meios com as razões N:P de 8, 16 e 24, no 
meio sem adição de PO4
3- (“Inf.”) e no meio de controlo (“C.”) dos seis ensaios. 
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Anexo B-2. Evolução do carbono orgânico 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18 - Evolução do COD observada nos meios com as razões N:P de 8, 16 e 24, no meio 
sem adição de PO4
3- (“Inf.”) e no meio de controlo (“C.”) dos seis ensaios. 
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Anexo B-3. Evolução do carbono inorgânico e do 
pH 
 
  
Figura 19 - Evolução do CID e do pH nos meios com as razões N:P de 8, 16 e 24, no meio sem 
adição de PO4
3- (“Inf.”) e no meio de controlo (“C.”) dos ensaios I, II e III. 
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Nota: A escala do eixo que representa a concentração de CID no ensaio V é diferente da escala 
dos gráficos análogos propositadamente, por forma a permitir a inclusão dos pontos 
experimentais referentes aos instantes após a adição de carbonatos. A escala dos gráficos 
referentes aos outros ensaios não foi alterada para facilitar a comparação entre os mesmos. 
Figura 20 - Evolução do CID e do pH nos meios com as razões N:P de 8, 16 e 24, no meio sem 
adição de PO4
3- (“Inf.”) e no meio de controlo (“C.”) dos ensaios IV, V e VI. 
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Anexo B-4. Aspeto visual dos ensaios II e III 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III – dia 0 
II – dia 0 
II – dia 5 
III – dia 5 
Figura 21 – Aspeto visual das culturas dos ensaios II e III nos dias 0 e 5 
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Anexo B-5. Aspeto visual dos diferentes ensaios 
 
Figura 22 – Aspeto visual inicial e final dos ensaios I e III. 
Cultura de microalgas para remoção de azoto de lixiviados de aterro 
 Anexo B-5. Aspeto visual dos diferentes ensaios 75 
 
 
 
 
Figura 23 – Aspeto visual inicial e final dos ensaios IV e V. 
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Figura 24 – Aspeto visual inicial e final do ensaio VI. 
